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Die f olgenden Angaben sind don vom Anmeldar aingerelehtan Unterlagen entnommon 

@ Tumorassoziiertes Antigen 

@ Tomurassoziiertes Antigen, davon abgeleitete immu- 
nogene Peptide und dafur kodierende DNA-Molekule so- 
wie deren Verwendung in der Immuntherapie von Krebs- 
erkrankungen. 
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Beschceibung 

Die Erfindung be/.iehi sich auf die Immuntfaerapie von Tbmorerkrankungen. 

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Qrganismus vor einer Vielzahl verschiedeoer Mikroorganismen zu schtitzeo 
5 bzw. dicse akliv m bckanipfeo. Die Bcdeuumg cines intaktea Immunsystems zcigt sich vor allem bci vcceibten oder cr- 
worbeoen ImnnmdefizienzeD. Der Eiosatz von prophylaktischen Valczinpiograinmen envies sicb in vielen Fallen als lu- 
Berst zielfiihicnde und erfolgieichc immunologische Intervention im Kanipf gcgen viralc oder bakienelle Infektionser- 
krankungen. Weiters hat sicb gezeigt, da8 das Imniunsysteni auch an der Biminierung von Ibraorzellen mafigeblich be- 
tciligt ist. Dabci spielt die Eikcnnung dcr tumorassoziicrtcn Antigcnc CTAAs) durcb Komponentcn dcs Immunsystems 

10 eine wesentUche KoUe. Ixn weitesten Sinn kann jede (peptidische oder nichl peptidische) Komponente einer 'Aunorzelle, 
die voo eincm Element des Immunsystems crkannt imd zur Stimulation einer immuoologischcn Antwort fiihrt, als im- 
munogcnes Tumorantigen fungieren. Besondeie BedeuLuag kommt dabei jeaen 1\imorantigcnen zu, die nicbt nur eine 
immunologische Keakdon her\'Otnifen, sondem auch eine Abstofiung des TUmors bewirken. Die Identilizierung defi- 
nierter Antigene, die solch eine immunologische Reaktion bewirken kdnnen, stcllt einen wichtigen Schritt fur die Ent* 

15 wicklung einer molekular definierten 'IVimorvakzine dar. Obwohl noch nicht gan/. geklart isl, welche Hlemenie des Im- 
munsystems ftir eine AbstoBung des Tumors verantwortUcb sind, bestebt doch cin Konsens dartibei; daB dabei CDS-ex- 
priuiierende 'zytotoxiscbe T-Lymphozyten (CTLs) cine Haupirolle spielen (Coulie, 1997). Besondere bet jencn Ibmorar- 
ten (z. B. Melanom und Nierenkarzinom), die eine relativ hobe Spontaotemissionsrate aufweisen, konnte eine Korrela- 
Uon zwischen klinischem Vcrlauf und dem vermebrten Auftreten von CDS*"- und CD4'^-T>ZeUen festgestcllt wcrdcn 

20 (Schendel et al., 1993; Mackenscn er al., 1993; Halliday et aL, 1995; Kawakami et al., 1995; Kawakami et al., 1996; 
Wang, 1997; Cclluzzi und Falo, 1998). Dabci wurdcn spczifischc CTL-Klonc entwoder aus tumorinfiltricrcndcn lym- 
phozyten (111^ oder periphcrcn mononuklearen Blutzelien (PBMC) nach Kokultivierung mit meist autologen Ibmon^l- 
len und Zytokinstimulierung in vitro crhalten. Sowohl in TicrmodcUen als auch in in vitro kultivicrtcn humancn 2^cllkul- 
tursystemen konnte die T-Zcll- Antwort gegen Ibmorzcllen durch Transfekrion derTumorzcUen mit Zylokinen versrarkt 

25 werden (von Elsas et al., 1997; Gansbacher el al., 1990; Tepper et al., 1989; Fearon et al., 1990; Dranoff et al., 1993). 
Aufgrund dcr Korrelation zwischen Remission und BetciUgung von CD8^-T-Zellen ist die Identifizicrung tumorasso- 
ziierter Andgene (TA A), die durch CDS-positive CTLs eikannt werden, ein erklSrtes Ilauptziel auf dem zur £nt- 
wicklung cincr Tbmorvakzine (Paidoll, 1998; Robbins und Kawakami, 1996). Ob auch andcrc Zclltypcn des Immunsy- 
steins wie z. B. dM^-T-HelfeneUen eine wesentUche RoUe spielen ist noch unklar; einige Studien mit MA0B-3/HLA- 

30 Al Pcptidcn In Melanompatienten dcuten darauf hin (Marchand ct al., 1995; Boon ct al., 1998). In den vcigangencn Jab- 
ren ist eine Reihe von TAAs, die durch CTLs erkannt werden, idenlifizieri wordcn (Boon et al., 1994; von den Gynde und 
von derBruggcn, 1997). 

T-Zellen erkennen Antigene als Peptidfragmente, die an ZeUoberflUchen von MIIC-Molekulen ("major histocompati- 
bility complex", im Mcnschcn "HLA" = "human leukocyte antigen") prascntiert wcrdcn. Es gibt zwei Klasscn von 

35 MlIC-Molekulen: MHC-I Molekiiie koinmen auf den meisten Zeilen mit Kera vor und priiseniieren Peptide (ublicher- 
weisc 8-10-mcre), die durch protcolytischcn Abbau endogcner Protcine entstehcn (sog. Antigen- Vca-arbeitung, "antigen 
processing"). Peptid:MHC-I Komplexe werden von CT)8-posiiiven CIXs erkannt. MUC-H Molekiiie kommen nur auf 
sog. "profcssioncllcn antigen-prasenderendcn Zellcn"(AK^ voi; und prSsendcrcn Peptide cxogencr Pcottnne, die im 
Zuge der Endocytose von APC aufgenonunen und verarbeitel werden. Peptid J^/tHC-K Komplexe werden von CD4-Hel- 

40 fer-T-Zcllcn erkannt Durch cine Intcraktion zwischen T-Zellrczcptor und PteptidiMHC Komplcx kSnnen vcrschiedcne 
Elteklormechanisuien ausgelost werden, die im Fall von CTLs zur Apoptose der Zielzelle fUhren. Das geschiebt, wenn 
entwcder der MHC (z. B. im Pall dcr TransplantaiabstoBung), oder das Pepiid (z. B. im Fall intrazellularer Pathogcnc) 
ii\s freuid erkannt wird. Allerdings erfiiUen nicht alle prasenlierten Pepdde die strukturellen und fiinktionellen Anfotde- 
rungen flir eine effektive Interaktion mit T-Zellen (wie von Ramn^ensee el al., 1995 und weiter unten beschrieben). 

45 Fiir den Einsatz von TAAs in einer TXimorvakzine sind grundsStzlich mehiere Applikalionsforraen moglich: Das An- 
tigen kann em weder als rekombinantes Protein rail gecignelcn Adjuvanden bzw. TyUgersystemea, oder als fur das Anti- 
gen kodierende cDNA in Plasmid- (DNA-Vakzine; Tighe et al., 1998), bzw. viralen Vektoren (Restifo, 1997) appiiziert 
wcrdcn. Eine wcitcrc Mdglichkeii besteht im Binsatz von rekombinanten Bakterien (z. B. Listeria, Salmonella), die das 
humane Antigen rekombinant exprimieren und durch ihre zusStzlichen Komponeoten eine adjuvative Wukung haben 

50 (Paterson, 1996; PardoU, 1998). In alien die.sen Mien ist eine Verarbeitung und Ptfisentadon des Anugens dutch sog. 
"professionelle andgen-prasentierende Zellen"(AP(J) notwendig. Eine weitere Mdglichkeit ist der Einsatz sjmdietlscber 
Peptide (Melief et al., 1996), die den korrespondicrenden T-Zell-Epiropen des Antigens entspcechen und die entweder 
von aufien auf die APC gcladen (Buschlc et al., 1997; Schmidt et al., 1997) oder von den APC aafgcnommcn und intra- 
zcllul^ auf die MHC I Molcktilc transfcricrt wcrdcn. Die therapcutisch effizientcste Applikadonsfocm fUr cin definieites 

55 Antigen wird im allgcmcinen in klinischcn Studien bcstitmnt. 

Zu den von den tumorspezifischen CTLs crkanntcn Antigencn bzw. deren Epilopen zShlen MolekUIe, die aus samtli- 
chcn Protcinklassen stammcn konncn (z. B. IVanskriptionsfaktoren, Rczeptoien, Enzyme; zur Cbcrsicht siehc Rammcn- 
sec ct al., 1 995; Robbins und Kawakami, 1 996). Dicse Protcine mOsscn nicht notwendigcrwcisc an dcr Zclloberflachc lo- 
kalisiert scin, wie dies bei der Erkcnnung durch Antikorpcr crforderlich ist. Um filr cUe Erkennung durch CTLs als tu- 

60 roorspezifisches Antigen zu fungieren bzw. um fiir die Therapie eingesetzt zu werden. miisseo die Ptoteine bestimmte 
Bcdingungcn erttUlen: erstcns soil das Antigen hauptsachlidi von IVimozzcllcn exprimiert weiden und in sog. "kiid- 
schen" Nonnalgeweben nicht oder nur in geringerer Konzentration als in 'Ruuoren vorkommen. Kritiscbc Normalge- 
wcbe sind csscnticUe (Tcwebc; cine gcgen sic gerichtctc Immunrcakdon konnte untcr Umsiandcn schwcrwiogendc, zum 
Teil lethale Folgen haben. Zweiiens soil das Antigen nicht nur im PrimSrtumor, sondem auch in den Metastaseu vorhan- 

65 den sein. Des weiteren ist es im Hinblick auf eine breite klinische Anwendung des Antigens erstrebenswert, wenn es in 
mehreren Tumorarten in hoher Konzcnlralion vorhandcn ist. Eine wcitcrc Vorbedingung fiir die Eignung cines TAA als 
wirksamer Bestandteil einer Vakzine ist das Vorhanden.seia von T-Zell-Bpitopen in der Aminosfiuresequenz des Anti- 
gens; vom TAA abgcLeitele Peptide sollcn zu cincr in vitro/in vivo T-Zcll Antwort fUhren (" immunogcnes" PepUd). Ein 
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weiieres Selekdonsktiterium fur ein kiinisch bmii anweodbares iiniijunogenes Peptid ut die HSufigkeit, mil der das An- 
tigen in eiaer gegebenen I^tienteDpopulation anzutreffen ist 

Die jinnmnogenen tmiioraiKO/.iierten A/itigcne (IWAs), von dcnen groBienteils bereite gezeigl wurde, daB ?nc T-Zctl 
Epitope besitzen, lassen sich in niehreie Kategorien einteilen, u. a. virale Proteine, mutierte Proteine, abeiexprimierte 
Pioteinc. dutch chfoinosomalc Tyanslokafion gcbildete Fusionsprotcine, Diffeienziexungsantigene, onkof&tale Antigcsne S 
(Van den Bynde und Brichard, 1995; von den Eynde und von der Bruggen, 1997). 

Die Mcthodcn zur Idcntifizietung und Cbaraktcrisierung von lAAs, die den Ausgangspunkt fUr die Entwickluog eincr 
Tumorvakzine darstellen, beruhen einersdts auf dem Einsatz von in Patienten bereiis induzierten CTLs (zellulSre Imr 
munantwort) oder Antikdrpcm (humoialc Immunaniwort), oder basiercn auf der ErstcUung diffcrcnziclltsr TVanskripti- 
onsprofile zwischen Tumoren und Nomialgeweben. Im ersten Fall, dem immunoJogischen Ansaiz, werden Patienten- lO 
CTLs fur ein Screening eukaryoiischer 'I\imor-cDNA-Exprcssionsbibliothekcn, die Ober MHC-I Molckiile die CJT^Epi- 
tope prasentieren, eingescizt (Boon et aL, 1994), wahrend mittcls hochafliner Patienten- Aniiseren prokaryotische- 
cDNA-Expressionsbibliotheken, direkt iiber eine Imraunoblot- Analyse der einzelnen Plaques aul'das Vforhandensein von 
TAAs untersuchi wcrdcn (Sahin et al., 1995). Eine Kombination von CTL-Reaktivitat und proteinchemischcn Verfahren 
stellt die Isolierung von aus MIJC-I isolierten Pepliden von 1\jmor/ellen dar, die Qber Reaktivitat mil Paiienten-Crij? IS 
vorselcktioniert wurdra. Die Peptide werden aus dem MHC-I Komplex ausgewaschen und mit Hilfe der Massenspektro- 
luetrie identiQzien (Falk et al., 1991 ; Wodfel et al., 1 994; Cox et al, 1994). Die Ansat/e, welche Cn.s zmu Charakteri- 
sieren von Aotigenen verwenden, sind aufgrund der erforderlicben Kultivieruag und Aktivierung von CTLs mit einem 
erheblidien Aufwand verbundeo bzw. nicht immer erfolgreich. 

Methoden zur Xdentifi^erung von TAAs, welche auf dem Vergleich des 'IVanskriptionsprofils von Normal- mil Tumor- 20 
gcwebc beruhen, sind vielfaltig; dazu zahlcn die diffcrraizicllc Hybridisierung, die Erstdlung von LSubtraktions-cDNA- 
Banken ("representational difference analysis"; Hubaok und Mchatz, 1994; Diatchenko et aJ., 1996) und der Einsatz der 
DNA-Chip Technologie oder der SAGE-Methode (Velculescu et al, 1995). Im Gegcnsatz zur obcn crwahnten immuno 
logischen Methode mil Hiife von Palienten-CTTLs muB beim Eiusatz von molekularbiologlschen Methoden gezeigt wer- 
den, daB die damit gefundenen potentielien Antigenkandidaten turaorspezifisch (ujraorassoziiert) sind und tatsachlich T- 25 
Zcll Epitope besitzen, die eine zytotoxische T-Zell Antwort auslosen konnen. In zumindest einem Fall (NY-ESO/LA(jE- 
1) wurde ein Antigen sowohl durch die Verwendung von Patientenseren als auch durch RDA identifiziert (Chen et al, 
1997; Ixsthe et al, 1998), auBcrdcm wurden CTL-Epitope dieses Antigens und cine gleichzeitigc spontane huraoralc und 
T-Zell Antwort in einem Patienten beschrieben (Jager et al., 1998). 

Aufgabe der vorliegcnden Erfindung war es, ein ncues tumorassoziicrtcs Anugen (TAA) bereitzustellen. 30 

Diese Aufgabe wurde gelost, indem zunachst miliels RDA ("representational dUfercnce analysis") zwischen einem 
Pool von verschiedenen Platteuepiihclkarzinomcn der Lunge und einem Pool von 11 verschiedencn Normalgewcben 
eine cDNA-SubsU-aklionsbibliolhek bergestellt wurde. Zur Generierung der fiir die subtraktive Hybridisierung notwen- 
digen cDNA-Fragmentc von "tester" und "driver" wurde in Abweichung vom urspriinglichcn Protokoll (Diatchenko ct 
al., 1996) eine Mischung von 6 verschiedenen Restriktionsenzymen eingesetzl. Die Verwendung einer Mischung ver- 35 
schicdener Rcstriktionscnzymc, die 6 Bascnpaarc als Erkennungssequenz benotigen, hat gegeniibcr dem ursprunglidien 
Prolokoll (Diatchenko et al., 1996) folgende Vorleile: a) durch Auswahl von jeweils zwei Restriklionsenzyiuen, deren 
Efkcnnungssequcnzen durch 6-er Kombination der Bascn A/T (z. B. Ssp I: AATATT) oder CJG (z, B. Nae I: GCCGGC) 
Oder A/aCrr (z. B. EcoR V: GATATC) daigesteUt sind, werden sowohl GC- als auch AT-reiche Regionen eines Gens 
glcichenuaBcn geschnittcn, wodurch cine homogenc Repiasentanz der gesamten Genrcgion als Rcstrikiionsfiragmonte 40 
ermOgUcht wird; b) weitcrs ist es dadurch mdglich, im staiistlschen Miilel grSBeie cDNA-Fragmenie des Kandidaten- 
gens zu erhaUen (ca. 800 bp), was wiederum bei dor nachfolgenden Analyse (Scquenzicrung und Annotation) und der 
Klonierungder "full-size" cDNA von gro8ein Vorieil ist. Im Originalprotokoll (Diatchenko et al., 1996) wurde ein nur4- 
Basen erkennendes Restrikiionsenzym (Rsa I) eingesetzl, das zu einer mittleren Fragmentlange von 256 bp fuhrt und 
spezifisch (Xr- oder AT-reiche Regionen nicht prozessicren kann. Um der durch die langeren Insert-cDNA-Fragraente 45 
verandertcn Hybridisierungskinetik gerechl zu werden, wurde das PCR-ProlokoU wie iiu Bcispiel 1 beschrieben geSn- 
dert. 

Zur Selektion der im IXjmor ubcrcxprimicrtcn Andgenc wurden zunachst die crhaltenen cDNA-Klonc vereinzelt und 
davon jeweiU eine Glycerinstammkultur, eine Plasmidpraparation und eine das Insert darstellende Sammlung der PCR- 
Fragmente im 96-Ijoch-Plattentbrmat etabliert. Die cDNA-Fragmente der 4748 Klone der subhraktiven Plattenepithel- so 
karzinom cDNA-Bibiiotbek der Lunge wurden in lliplika auf Filter aufgebracht und jeweils miteiner testis-spezifischen 
cDNA Bibliothek, einer Mi-schuog von cDNAs aus 15 Normalgeweben bzw. von gepoolten Proben von TUmorpatientcn 
(Plattcnepithclkarzinom der Lunge) hybridisiert, um spczifische T^imorantigenc oder Antigene vom Tumornestis-TVp 
zu selektionicrcn. Jene 234 Klone, die nur mit der testis-spezifischen bzw. der tumor-spczifischen oder mit beidcn Hybii- 
disierungsproben, nicht aber mit der Normalgcwebc-Hybridisierungsprobe ein Signal crgaben, wurden zur weiteren 55 
Analyse ausgewahlt. Nach Sequenziermig und Annotation mit in Dalcnbankcn verfiigbaren Sequcnzen wurden 36 unbe- 
kanntc Gene, zu dencn zum Tcil ESTs ("expressed sequence tags") Einuage in der Datenbank existierten, erfaalten. \fen 
diesen Gcnen wurden jenc 10 naher unUsrsuchl, deren ESTs nicht aus krifischen Normalgeweben sianunen. Mittels scmi- 
quantitativer KT-PCR wurde fcstgestellt, daB ein Klon (C42) dne dcutiiche t)bcrcxpression in Tbmor und Testis, nicht 
jedoch in anderen uotersuchten Normalgeweben zeigie. Eine anschlieBeod durchgefUtme Northern Blot Analyse in ver- 60 
schiedcttcn Normal- und T\irttorgcwcbcn bcstfitigtc, daB C42 in den untcrsucbtcn Normalgeweben - mit Ausnahme dncr 
schwachen Bande in Esophagus - kcine Transktiption aufwies, jedoch im Plallenepithelkarzinom der lAinge und des 
Esophagus ein starkcs Signal zu crkcnnen war. Welters ist aus den Northern Blot Experimenicn gcwonnonen Datcn zu 
schlieBen, daB das C42-Tlranskript eine T.^ge von ca. 4,4 kb haL 

Die humane C42-cDNA wurde kloniert, die erhaltene Sequenz ist in SEQ ID NO: 1 daigesteUt, Die Sequenz von C42 6S 
zcigt sowohl auf Nuklcolid- als auch auf Proteinebcnc eine eindculige Homologie zu einer GenfamiHe von Ca^*-akiivier- 
baren CJ^-Kanalproteinen, die in verschiedenen Spezies (teilweise sehr gewebsspezifisch) exprimiert werden. 5 Vertreter 
dicscr Familic ^vurdcn bislang kloniert und partlell charakterisiert; die bdden Rindeigenc bCLCAl ("bovine Ca^-acti- 
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vated CT channel-] "; Cunninghajji et al, 1995) imd Lu-BCAM-1 ("bovine lujig-endothelial cell adhesion molecule- 1"; 
Elblc et al., 1997), das Mausgcn mCLCAl ("murine Ca^^-acdvated Q" channel- 1; Gandhi, et al., 1998) und zwei hu- 
mane Gene hCrx::Al ("human (Ja^-activaied CI* channcl-1; Gruberet al., 1998) und hCTX^A3 ("human ('a^-acdvatcd 
Cr channel-3; Gruber et al., 1999). Alle Veitreter dieser Proteiofamilie weisen typische TVansmembranbereiche auf und 
.s werden oach dem derzeiligen >Vissensstand posttranslatiooa] gespalten, urn Heterodimere zu bilden, wobei dcr Oternu- 
nale Teil glycosylieit wird (Elble et al., 1997) mit Ausnahme des hCLCA3, das eine veikOrzte Fonn darstellt (Ciniber et 
aL, 1999). Das bCLCAl Gea wurde ausschlicfilich in EpithelzcIIcn der IVacbca dcs Rindes nachgcwiesen. Das cng ver- 
wandte, ebenfalls aus dem Kind isoUerte Lu-ECAM-l, ist gewebsspezifisch in den vaskuUuien IJadotbelzellea der pul- 
monarcn Vencn cxprimicrt. Zhu ctaL (1992) wiescn nach, da6 Lu-ECAM-1 dicBindung derB16F10-Lungcnmetastascn 
10 des Maus-Melanoms an HndotbeJzellen ermdglichL 

Bci C42 handelt es sich um cincn neucn humancn Vcrtretcr dicsw Proieinfarailie. 

Die im Rahmcn dcr vorliegendcn Erfindung erhaJtenc 3'-C42-cDNA wcist einen fiir 742 Aininosaurcn kodierenden 
durchgehenden I^serahmen auf, der den C-rerminalen Abschnitt von C42 reprasentiert. Die C-42-Sequenz weist die fiir 
die Proteinfamilie typische hydrophobe TVansmembranregionen auf (Positions Nt 136-160, 232-252. 320-340 und 
15 427-450 in SliQ ID: 2) bcsitzt aber zuju Unterschied zu den andercn Vertrelem einen C-'Ifenninus, der von stark gelade- 
nen AmiaosSuiea aufgebaut wild. 

Die im Rahmen der vorliegendeo Brfindung kloniette C42-cDMA betrSgt 2454 bp, wobei das ^6rhandensein eines 
PolyA-Scbwanzes am 3 -Cnde der Sequeoz fUr die VollstSndigkeit der cDNA in diesem Bereicb sprichL 

Informationen Qber das 5'-Ende und die wciter stromaufwSrts Uegoide Sequeoz der lilr 042 kodierenden DNA konaen 
20 durch molekularbiologische Standardmethoden gewonnen werden, x. B. miuels 5-RACH (*rapid amplification of cDNA 
ends"). Bei dieser Methodo witd RNA, vorzugsweisc mRNA, aus Zcllcn oder Gcwebcn, in dencn C42 transkribiert wird 
(7„ B. Mammakarzjnom-, Lungenkarzinom (S(^C)- oder Rsophagustumor-Gewcbe) revers transkribiert und anschlic- 
Bend mit einem Adaptor bekannter Scquenz ligiert. Einc PGR mit einem Adaptorprimer (bindet spezifisch an den Adap- 
tor am 5'-Bnde der cDNA) und einem C>l2-spezifischcn Primer (z. B. SEQ ID NO: 1 8) erlaubt die Amplifikation entspre- 
25 chender C42-Fragmente. Diese PCR-Produkte konnen, wie in Beispiel 1 beschiieben, nach Standardmethoden kloniert 
und, insbesondeie durch DNA Sequcnzierung, charakterisiert werden. 

Hne alternative Metbode zur Chanikteiisierug des 5'-Endes ist das Screenen von cDNA-Bibliotheken durch Hybndi* 
sierung mit ftlr C42 spczifiscben DNA-Sonden oder die Analyse von cDNA-Bxprcssions Bibliothcken mit Antiscicn. 

Ftihrt das Screeman von cDNA-BibUotheken aufgrund melbodisch bedingter BeschrSnkungen, z.B. inelTr^ente le- 
30 verse Transkription, bcdingt durch ausgcprSgte Sekundarstrukturen dcr RNA, nicbt zum gcwflnschtcn Tkdi, kdnnen gc* 
nomische Blbliotheken untersucht werden, indent z. B., wie beim Screenen von cDNA-Bibliotheken, durcb Hybridisie- 
rung mit fur C42 spezifischen DNA-Sonden Klonc isolicrt werden konnen, die die stromaufwSrts vom crhaltcnen 5'- 
Ende der cDNA Ucgendc Sequenzinfonnarion z. B. die Promotorregion von G42 enthalten. 

Die im Rahmen der vorliegcnden Erfindung isolicrtc cDNA wcist die in SEQ ID N0:1 angegebcne Nuklcotidscquenz 
35 uuf, sie kodiert fiir den C-temiinalen Abschnitt des lumordssoziierten Antigens (XAA) der Bezeicbnung C42. 

Ein von dcr isolierten cDNA mit diesem in Richtung 5*-Endc offcnen durchgehenden Lcscrahmen exprimiertes I^o- 
tein weist die in SBQ ID N0:2 dargestellte Aminosauresequenz auf. 

Die Erfindung benifEt somit in cincm erstcn Aspckt cin mmorassoziiertes Antigen dor Bezcichnung CA% das die in 
SBQ ID NO:2 angegebene AminosUuresequenz als Ibilsequeoz enthait 
40 Die in SEQ ID NO:2 angegebene Soquenz stellt den C-tenninaicn Abschnitt eincs Proteins dai; das von dnem ca. 4,4 
kb groBen IVanskript translatiert ist, bzw. das von einem IVanskript einer Gr5fie von ca. 3,5 kb trdnslaiiert ist, das von ei- 
ner SpleiBvariante des 4,4 kb Transkripts oder von einem IVanskript eines dazu homologen Gens abgelcitct ist. 

Die in SEQ ID N0:2 dargestellte Aminosauresequenz kann Abweichungen aufweisen, z. B. solcbe, die durch Aus- 
tausch von Arainosauren bedingt sind, sofem das C42-Derivat die tilr die Anwendung in einer 'Aunorvakzine erwiinsch- 
45 ten immunogenen Eigenschaften auf weist. 

Die natilrliche Aminosauresequenz von VA2 kann gegebenenfalls modifiziert scin, indcxji einzeJne Aminosauren in ei- 
nem C42 CTL-Epiiop ausgetauscht werden, um, im Vergleich zum nattirlichen C42 GTL-Epitop, eine Steigerung der Af- 
finitat von C42>Pepdden zu MHC-I-Molekulcn und damit cine erhohu; Immunogcnitat und letztlich eino verstarktc Re- 
akii vital gegenuber TUmoren zu bewirken. Modilikationen im Bereicb der C42-T^itope konnen am C42-Gesamtprotein 
50 (dieses wird von den APCs zu den entsprechenden Peptiden prozessim) bzw. an gr5fieren C42-PtioteinfragmeQten oder 
an C42*PepUden (vgL unten) voigenommen werden. In einem weiterea Aspekt betnfil die vorliegende Erfindung immu- 
nogene Fragmente und Peptide, die von C42 abgeleitet sind. T.<etztere werden im folgenden als "C^2<Peptide'' bezeichneL 
Einc crstc Gmppe sind C42-Peptidc, die eine humorale Inununantwort (Induktion von Antikorpern) ausiosen, Derartige 
Peptide sind ausgew^lte Abschnittc von C42 (mindestcns 12 bis 15 AmiaosKuren), die raittcls sogenannler \fothcrsage- 
55 Algorithracn ("prediction algorithms") wie z. B. dem "surface probability blot" (Emini et al., 1985), dem "hydrophobi- 
city blot" (Kyte and Doolittle, 1982) und dem "antigenic index" (Jameson and Wolf, 1988) crmittcit werden kSnnen, 

Miteingeschlosscn sind auch all jcne Peptide, die aus dem noch zu klonicrcndcn N-lerminalcn Bereicb von C42 abgc- 
leitet werden kdnncn bzw. jene Peptidepitope, die zu einer immunologischcn Untcrscheidung zwischen Ibmor und Nor- 
malgewcbe beiuagen. Unter der Voraussetzung, daB es sich bei den Untcrschiedcn in der Aminosauresequenz um eine 
60 riimorspezjii.sche Mutationen handelt, ist namlich zu erwarten, dafi Peptide aus diesem Bereich eine verstUrkte lummno- 
genitat im Vergleich zu Peptiden aus cincm aus Nonualgcwebo isolierten C42-Gcn aufweisen. Um zu bestatigcn, daS ct- 
waige Mutationen die mmorspezifisch sind, k5nnen Antik6rper gegen diese Bereiche generiert und TUmorzellen auf Ex- 
pression von mogUchen Mutationen untersucht werden. 

C42-Peptide werden direkt oder in modifizietter Form (z, B. an KLII = **keyhoIe limpet hemocyanine" gekoppeJt) ver- 
65 abreicht und die Bildung von Antikorpern mittels gangiger immunologisclier Assays, z. B. mittels ELISA, bestimmt. 

Weitere, im Rahmen der vorliegendcn Erfmdung bevorzugtc, C42-Peptidc sind diejcnigen, die durch MHC-MolekUle 
pr3sentiert werden und eine zeUulSre Immunantwort bewirken. Es gibt zwei Klassen von MliC-Molekiilen, namlich 
MHC-I-Molckaie, die von GD8-positivcn CTLs und MHC-H-Moleklilc, die von CD4-positiven T-Helf crzellcn crkannt 
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werdeo. 

Damit ein Peptid eine rcllularc Immunantwort auslOst, muB es an cin MHC-MoickUl bindcn, wobci der zu behan- 
ddude Palient das MHC-Moiektil in seinem Repertoir aufweiscn mu8. Die Bestinunung des MHC-vSubtyps des Patieaien 
stellt somit, im Hinblick auf die Auslosung einer zelluiaren Immunantwort, eine der wesentlichen M)raussetzuogen fUr 
die wirksame Anwcndung eincs Ffepdds an dicsem Palicoten dan S 

Die Sequenz exnes therapeuUsch einzusetzenden C42-Peptids wird duich das jeweilige MHC-Molektil hinsichtlich 
Aakcraminos3uron iind L&nge voigegcbeo. Dcfinieitc Ankcrpositioneo und LSngc gewShrlcistcn. dafi cid Peptid in die 
Pepdd-Bindungsfurche des jeweiUgen MTIC-MolekiUs des Patienten paSL Dies hat zur l^lge» daB das Inununsystem sti- 
iDulicrt wild und cine zcllolare Immuorcaktion crzcugt wird, die sich, im Falle der Vcxwcndung cines von einem TVimo 
rantigen abgelciteten Pepdds, gegen die 'lumorzeilen des Patienten richiet, lo 

Immunogenc C42-Pepiide k5nnen nach bckanntcn Methodeo identifizicrt wcrden, einc der Grundlagen dafur ist die 
Beziehung zwischen MHC-Bindung und Cn>-Iadukljon. 

Da also die Sequenz immunogener Peptide aufgrund ihres Peptidbindungsmotivs vorherbestimuibar ist, konnen C42r 
Peptide, die CTL^Epitope darstellen, aufgrund der C42-Proteinsequenz identifizicrt und synthetisiert wi^den. Dazu sind 
verschiedene Methoden geeignet, die zur Idenlifizienmg von Cn^-Tipiropen von bekannten Protein- Antigenea verwen- is 
dct wuiden; z. B. die voo Stauss el aL, 1992, fUr die Identifizieniag voo T-zell-Epitopen in humanem Papillomavirus be- 
scbriebene Methode. 

Die allelspezifischen Anfoxdeningen jedes MHC-I AUel-Ftodukts an ein Peptid, das an das MIIC-Molektil bindet und 
von dicsem prSsentlm wird, wurden als Motiv zusammcngefaBt (z. B. Falk et al. 1 99 1). Bisher ist eine groBe Anzahl so- 
wohl von MUC-Peptid-Motiven aJs auch von MHC-Liganden bekannt Pine im Rahmen der vorliegenden Erfindung ge- 20 
cignete Methode zur Suchc nach Epitopcn eincs bckanntcn Proteins, das in cin bestimmtcs MHC-I-MolckulpaBt, wurdc 
in einem tJbersichUsanikel von Rammensee et al, 1995, beschrieben. S\c umfaBt die folgenden Schritlc: zunachst wird 
die Protein- Sequenz auf Abschnitte untcrsucbt, die dem Anker-Motiv cntsprechen, wobci gewissc Variationen binsicht- 
Jich PeptidJange und Ankerbesetzung moglich sind. Wenn 7- B. ein Motiv ein 9-mer mil Tie odcr l^u am Ende vor- 
schreibt, konnen auch lO-mere mit einem entsprechenden C-Tbrminus in Beuiacht gezogen werden, ebenso Peptide mit 25 
andcrcn aiiphatischen Restcn, wic Val oder Met am C-Terminus. Auf diese Weise wird eine Reihc von Peptid-Kandida- 
len erhalten. Diese werden auf das V^ifaandensein mSglichst vieler Ankenreste, die sie geiiieinsam mit bereits bekannten 
Ligandcn babcn, untcrsucht und/odcr daraufhin, ob sie fUr verschiedene MHC-ftfolekiUc "bevorzugte" Reste haben (ent> 
sprechend der TabeUe von Rammensee et al, 1995). Um schwacb bindende Peptide auszuschlieBen, werden zweckma- 
Big Bindungs-Assays durchgcfUhrt Wenn die Anfordcrungen an die Pcptid-Bindung fur bestimmtc MHC-MolkUlc be- 30 
kannt sind, konnen die Peptid-Kandidaien auch auf Nicht- Anketreste untcrsucht werden, die sich negaliv oder positiv auf 
die Bindung auswirken, odcr die dicsc erst crmoglichen (Ruppert et al., 1993). Bei dicser Vbrgangsweisc ist jcdoch in Be- 
tracht zu Ziehen, daB das Peplid-Bindungs-Motiv fiir die Suche nach naiilrlichen Uganden nicht allein uusschlaggebend 
ist; auch andere Aspekte, z. B. die Enzymspezifitat wahrend der Antigenprozessieriing, tragcn - zusatzlich zur Spezifitat 
der MHC-Bindung • • zur Idenlitat des Uganden bei. Eine Methode, die diese Aspekte beriicksichligt, und die im Rahmen 35 
der vorliegenden Erfindung zur Idenufizierung von immunogencn C42-Pcptiden geeignet ist, wurdc u. a. von Kawakanoi 
et al, 1995, angewendet, um auf der Grundlage bekannter HLA-A»0201 Motive gplOO Epitope zu idendfizieren. 

Die Peptide konnen auch im Hinblick auf ihie Bindungsfahigkcit an MHC-II*Molck01e ausgewahlt werden. Das 
MI'ICn-Bindungsmodv, das sich Uber neun AminosSuren erstreckt, weist einen htiheren Grad an Degeneration in den 
Ankerpositioncn auf als das MHCM-Bmdungsmotiv. Bs wurden kUrziich, ausgchcnd von der Rbntgcnstnikturanalyse 40 
von MtlC-U-MolekQlen, Methoden eniwickelt, die die genaue Analyse der MHC-H-Bindungsmotive, und ausgehend 
davon* Variationen der Peptidscqucnz crlaubcn (Rammensee et al,, 1995, und die dort zitiertc OriginalUteratur). Peptide, 
die an MHC-II-MolekuIe binden, werden den CD4-T-ZcUen typischerweise von dendritischen Zellen, Makropbagen 
Oder B-Zellen prasentiert. Die CD4-T-ZeUen wiederum aktivieren dann in der Folge direkt CTI^ durch z. B. Cyiokin- 
AusschUttung und VerstSrkcn die Effizienz der Antigen<Praseiitation durch APC (dendritische Zellen, Makrophagen und 45 
B-Zellen). 

Seit kurzem sind Datenbanken und Vorhersage-Algorithmen verfUgbar, die rait groBer VerUlBtichkeit die \briiersage 
von Pcptid-Epitopcn crlaubcn, die an cin bestimmtcs MHC-Molekul binden. 

Im Rahmen der vorJiegenden lirfindung wurden, unter Verwendung des von Parker et al, 1994 und Rammensee et al., 
1 995 beschriebenen Algorithmus, fOr die wichtigsten HT-A-iypen, insbesondcre fOr HI A-AI , -A»0201, -A3, -B7, -B14 .50 
und -6*4403, Kandidaten-Peptide des C-terminaien Fragments von C42 identifiziert, von denen zu erwarten ist, daB sie 
an die entsprechenden TII.A-Molektile binden und daher immunogene CTTy-Hpitope darstellen; die eriuirxeltjen Peptide 
sind in Tabelle 1 aufgclistei. Auf ahnlichc Weise konnen, gcgcbencnfalls unter Verwendung weitercr Algoriihmcn, die 
den untcrschiedlichen Charakteristika der Peptide (Hydrophobizitat, Ladung, GrdBc) bzw, Anfordcrungen an die Pep- 
tide, z. B. die 3D-Struktur des HLA-Molclciils, Rechnung tragcn, weiterc poicntielle Peptid-Epitope crmittelt wenien; 55 
dies gilt auch fur Pcptid-Epitopc anderer HLA-iypen. 

Nach Auswahl von C42-Peptid-Kandidaten mit Hilfe der angefUhrtcn Methoden wird dcrcn MHC-Bindung mittels 
Peptidbindungs- Assays getcsteU Als nachstcs wird die ImmunogenitSt der Peptide mit guten Bindungscigcnschaflen bc- 
stimmt (Stabilitat der Pcptid-MHC- Wechselwirkung korreliert in den meistcn Fallen mit Immunogeniiat; von der Burg et 
al, 1996). Um die Immunogeniiiil des ausgewShlien Ptptids oder Peptid-Aquivalents zu besriuunen, k&men Methoden, 60 
wie z. B. von Scttc et al, 1994, beschrieben, in Kombination mit quantitativcn MHC-Bindungs-Assays vciwendct wer- 
den. Altemadv kann die luuminogenitSl des ausgewShlten Peptids Uber in vitro ClXrlnduktion mittels bekannter Metho- 
den (wic weiter untcn fOr ex vivo CrTL-Induktion beschrieben) getcsiet werden. Das IMnzip der in mchrcien Scfarittcn 
durchgefuhrten Methode filr die Auswahl von Pepiiden, die zur Au-sldsung einer zellulamn Lnitiimantwort fShig sind, ist 
in der WO 97/30721 , auf deien Offenbarung hiermit ausdrUcklich Bezug genommen wird, beschrieben. Eine allgemeine 6S 
Strategic zum Erhalt efOzientcr immunogener Peptide, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet ist, wurdc 
auBerdemvon Schweighoffer, 1997, beschrieben, 

Statt die Originalpcptidc zu vcrwendcn. die in die Bindungsfurche von MHC-I -odcr MHC-II-MolckUlen passcn, also 
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Peptide, die unverandert von C42 ahgeieitet simi, konnen anhand der auf der Gnindlage der Qriginalpepfidsequen/. an- 
gegebcnen Miniraalanfordcrungen bezilglich Ankcrpositioncn und Langc \^ationen vorgcnonuncn werden, sofcra 
dutch dicse Variationen die eflektive Immunogenitat des Peptids, die sicb /.usammenseW. aus seiner Binduugsaffinitat an 
das MHC-Molekul und seiner Fahigkeit, T-Zell-Rezepioren zu stimulieren, nicht rnir nicht beeintraditigt ist, sondem 
5 vorzug^cise verstarkt \vird In diescm Fall werden also kUnsUiche Peptide oder Peptid-Aqui valente vctweadet, die em- 
sprecheod den Anforderuogen der Bindungsfabigkeit an ein MHC-MolekUl entworfen sind. 

SolcbcrmaBcD vcrandette Peptide weiden als "hetcroclitiscbc Peptide** bezeichnct. Sie kdnncn nach folgendcn Metbo- 
den erhalten weiden: 

Zunacbst weiden die Epitope von MHC-I- bzw. MHC-H-Ligandcn bzw. dcren Variadon z. B. nach dcm von Rammen- 
10 see el al. , 1 995, beschriebenen Prinzip vorgenommen. Die Lange des Peptids enLspricht im Falie seiner Abstinunung auf 
MHCM Molekiile vorzugsweise einer VGnimalscquenz von 8 bis 10 Aminosaurcn mil den erfordcrlichen Ankcramino- 
sSuren. 

Gegebenenfalls kann das Peptid auch ain C- und/oder am N-'Iferminus verlangert sein, sofero diese Verlangerung die 
Bindungsfabigkeit an das MHC-MolekUl nicht beeintiaditigt bzw. das vei^gerte Peptid auf die Nfinimalsequenz zelhi- 

IS lar pm/essiert werden kann. 

Die modiUzlerten P^tide werden darauffain auf ihre Ericennung durch ULs ("tumor-infiltrating lymphocytes"), auf 
CTL-Induktion sowie auf verstarkre NfilC-Bindung und Immunogenitat gepriift, wie von Parkhurst et al.. 1996, und 
Becker et aL, 1997. beschrieben. 
Eine weitere im Rahmen der vorliegcnden Erfindung geeigncle Methode zur Auffindung von Peptiden mil staikcier 

20 Immunogenitat als die der naturlichen C42-Peptide besteht im Screenen von Peptid-Bibiioibeken mit CTI^, die die na- 
tiirlicb auf TUmorcn vorkommcnden C42-Pcptide crkramen, wic von Blake et al., 1996, beschrieben; in diescm Zusam- 
menhang wird die Verwendung kombinatorischer Peptid-Bibliotheken vorgeschlagen, urn Molekiile zu entwerfen, wel- 
che von MHC-I-restringicrtcn CTLs crkannte TVimorepitope nachahraen. 

Das C42-Polypeptid der vorliegenden Erfindung oder davon abgelcitete j/nmunogene Fragmente oder Peptide konnen 

25 rekorabinant oder mittcls Peptid-Synthese hergesiellt werden, wie in der WO 96/1 04 1 3 beschrieben, auf deren Offenba- 
rung hicrmit Bezug genommcn wird. Fiir die rekombinanie Herstellung wird das entsprechende DNA-Molekul nach 
Standardmethoden in einen Bxpressionsvektor eingefugl, in eine geeignete Wirtszelle transfiziert, der Wirt unter geeig- 
notcn Bxpicssionsbcdingungc^ kultivieit und das Protein gereinigt. FUr die chemische Syntfacsc von C42-Pcptidcn kon- 
nen berkdumiliche Methoden verweodet werden, z. B. im. Handel eifaSItlicbe automaliscbe Peplid-Synlhesizei; 

30 Alternativ zu natfirlichcn C42*Peptidcn oder beterwlitischen Peptiden kdnncn Substanzen, die solchc Pepdde vortiiu- 
schen, z. B. "Peptidoiiiiinctica" oder "retroinverse-Peptide", verwendet wetden. Zurlbstung dieser MolekQle im Hin- 
blick auf die therapeutische Verwcndbarkeit in einer TWorvakzine werden dieselben Methoden angewendet wic oben 
fUr die naturlichen C42-Peptide oder C42-Peptidaquivalente. 

Das TAA der Bezeiclinung C42 gcmaB der vorliegenden Erfindung und die davon abgeleitetcn Proteinfragmente, Pcp- 

35 tide bzw. Peptid- A(|uivalente oder Peplidoinimetika kbnnen in der Krebstherapie eingeseizt werden, z. B. urn eine Tm- 
raunantwort gegen IXunorzellcn zu induzieren, die die cntsprechenden Antigcn-Determinanten exprimieren. Vorzugs- 
weise werden sie fur die TTierapie von C42-posiiiven Tunioren verwendet, insbesondere beiiri Lungen-, Maimna- und 
Espphaguskarzinom. 

Die Immunantworl in Form einer Induktion von CTLs kann in vivo oder ex vivo bewirkl werden. 

40 Ftir die in vivo Induktion von CTLs wird cine pbarmazeutiscbe Zusammensetzung, enthaltcnd als wiiksamc Kompo- 
nente das TAA C42 bzw. davon abgeleitete Fragmente oder Pepiid(e), eincm Patienten verabreicht, der an einer mit dem 
TAA assoziienen Ibmorerkrankung Icidet, wobei die Mengc an T(\A(Peptid) ausreicbcn muB, um dnc wirksame CTL- 
Aniwort auf den Antigen-iragenden Tbmor zu crzielen. 
Die Erfindung betrifft somit in einem weiteren Aspekt eine phamxazeutische Zusammensetzung fiir die parenterale, r.o- 

45 pische, orale oder iokale Verabreichung. Vorzugsweise dient die Zusammensetzung der parenteralen Verabreicbung, 
z. B. fur die subkutane, intradermale oder intramuskulare Anwendung. Die C42-'£^A/Peptide sind in einem phannazeu- 
tisch annehmbaren. vorzugsweise wasserigen, TVager gelost oder suspendiert. Die Zusammensetzung kann auBerdem ub- 
lichc Hiliiistoffe, wie Puffer, etc. enthalten. Die C42-TAA/Poptidc kdnncn allein odor in Kombination mit Adjuvantien, 
z. B. inkomplettem Pieunds Adjuvans, Saponinen. Aluminiumsalzen odei; in einer bevotzugtcn Austlihrungsforra, Po- 

50 lykationen wie Polyarginin oder Polylysin, verwendet werden. Die Peptide kdnncn auch an Komponenten, die die CTL- 
Induktion oder CTL- Aktivierung untcrsttttzcn. gcbundcn werden, z. B. an T-Helieipepdde, Upidc oder Liposomen, oder 
sie werden gemcinsaro mit diesen Substanzen und/oder gemcinsam mit immunsdmuUerenden ^ubstan/en, z. B. Zytoki- 
nen (IL-2, IFN-y) v(^abreicht. Methoden und Formulieningen, die zur Herstellung und Verabreichung der erfindungsge- 
miiBcn pharmazculischen Zusammensetzung gccignet sind, sind in der WO 95/04542 und WO 97/30721, auf dcren Of- 

55 fenbaning hiermit Bezug genommcn wird, beschrieben, 

C42-Fragmente bzw. C42-Peptjde k&men auch verwendet werden, um cine Cn>Antwort ex vivo auszulosen. Eine ex 
vivo CTL- Ant wort auf cinenl\mior, der C42 cxpiimicrt, wird induzicrt, indcm man die CTL-Vorlauferzcllcn zusammcn 
mit APCs und C42-Pepdden bzw C42-Protein inkubiert Dann ISBt man die aktivicrtcn CTI-^s expandicren, worauf sic 
dcm Patienten wieder verabreicht werden. Altemadv kdnncn APCs mit C42-Peptidcn beladen werden, was zu einer ef- 

60 fizienten Akrivicrung zellulater IromunieaktioQen gegen C42 positive Tumoren fUhren kann (Mayordomo et al, 1995; 
Zitvogel et aL, 1996). Eine geeignete Methode um Pbpdde auf Zellen, Z.B. dendritische Zellen, zu laden, wird in der 
WO 97/19169 geoffenbart. 

In einer Ausflihrungsform der Erfindung wird cine Kombination mehrerer verschiedcncr C42-Pfcpddc oder C42-Pep- 
ridaquivalente angewendet. In einer weiteren Ausflihrungsform werden C42-Peptjde mil von anderen TAAs abgeleiteten 
65 Peptiden kombiniert. Die Auswahl von Peptiden fiir derartige Kombinationen wird im Hinblick auf die Erfassung unter* 
schiediichcr MHC-iypcn gctroffen, um cine miiglichst brcitc Patientcnpopulauoo abzudccken. und/oder sie wird auf ein 
radgJichst breites Indikaiionsspektrum abgeslellt, indera Peptide mehrerer unterschiedlicber'nimorantigene kombiniert 
werden. Die Anzahl der Peptide in einer pharmazeutischcn ZusanmicDsctzung kann tlber einen weitcn Bereich schwan- 
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ken, typischerweise enthalt einc kJini<5ch anwendbarc Vakzine 1 bis 15, vor/.ugsweise 3 bis 10 veischiedene Fepiide. 

Die erfindungsgcmaBen Peptide konaen auch als diagnostische Reagentien cingcsetzt wcrdcn. 

Beispiclswcise kfinnen die Peptide dazu benutzi werden, urn dafi Amprcchen eine^ Palienten auf die durch das immu- 
Dogene Peptid faervotgerufeoe humorale oder zellul5re Immunantwort zu testeo. Dadurch bestebt die Moglichkeit, ein 
BehandlungsprotDkoJl zu vctbcssern. Bcispieisweisc kann in Abhangigkcit dcr Dancichungsform (Pepiid, (jcsanjtpro- 5 
tdn Oder DNA- Vakzine) des TAA die Zuoahme voD V3]i&ufer T-Zellen in den PBLs, die eine Reaktivitat gegen das de- 
finierte Peptidcpitop aufwcisen, untersucht werdeo (Robbins und Kawakaxni, 1996 sowie daiin ziticrtcRcfi^icnzen). An- 
Berdem konDen die Peptide oder das Gesamtprotein bzw. gegen das TAA geiicbtete Antikdiper dazu verwendet werdeo, 
um das Risiko cincs Paticntcn an cincm C42-assoziierten TXimor zu crkrankcn, voifaerzusagcn bzw, den Krankheitsvcr* 
lauf eixjes C42-posidven 'l\imors zu charakierisieren (z. B. durch immmjhistochemische Analysen von Primartumor und lO 
Mctastascn). Eine derartige Scraiegie hai sich schon mehrfach als erfolgreich erwiesen, z. B. dcr Nachweis des Ostrogen- 
rezeptors als Entscheidungsgrundlage zur Endokrintherapic bei Brustkrebs; c-erbB-2 als relevanter Marker bei Piogno- 
stik und 'llierapieverlauf bei Brusikrebs (Ravaioli et al., 1998; Revillion et al, 1998); PSMA ("prostate specific mem- 
brane antigen") als Marker filr Epitiielialzellcn des Prostatakarzinoms im Scrum bzw. durch Einsatz eincs ^'%-markier- 
len monoklonalen AnUkdrpen; gegen PSMA bei der Immunosciniigraphie auf Prostarakar/inom (Murphy et al.. 1998 is 
und inkludierte Referenzen); CEA ("carcinoembryonic antigen") als serologischer Marker fUr die Pcogaose und >^lauf 
bei Patienten des kolorektalea Karzinoms (Jessup und Loda, 1998). 

Die vorliegende Erfindung betrifll in elnem weitecen Aspekt isolierte DNA-Moli^le, kodieieod fOr ein Ptotein mit 
den immunogenen Eigenschaflcn von C42 oder fUr Fragmcnte davon. 

Id eincra weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Tirfindung ein isoliertes DNA-Molekai> das cin Polynukleottd mit 20 
dcr in SEQ ID NO: 1 dargestelltcn Scqucnz enthalt oder das cin Polynuklcodd enthalt, das mit eincm Polynukleotid der in 
SEQ TD N0:1 dargestelJten Sequenz unter striagenten Bcdingungen hybridisieit. 

Das crfindungsgemaBe DNA-Molekiil bzw. Fragmentc davon kodieren fUr (Poly)peptide der Bezdchung C42, enthal- 
tend die in SEQ ID N0:2 dargestellte Aminosauresequenz, bzw. fiir davon abgeleitete Proieinfragmente oder Peptide; 
damit sind DNA Molekiile mitumfaSt, die durch die Degeneration des genetischea Codes Abweicbungen von der in SEQ 2S 
ID N0:1 dargestelltcn Sequcnz aufwcisen. 

Die Erfindung betrifft auch DNA-MolekOle, die durch Mutation zu einem Austansch von Aminosiiuren in der in SBQ 
ID N0:2 dargestelltcn Protcinscquenz fUhrcn, sofcm sic fUr can (>^2-Dcrivat bzw. Fragmcnte oder Peptide mit den f&r die 
Anwendung als T\imorvakzine erwiinschten immunogenen BigenschaAen kodieren. 

Die C42-DNA-Molekaie dcr vorliegcndcn Erfindung oder die cntsprechendcn RNAs, die ebcnfalls Gegcnstand dcr 30 
vorlicgenden Erfindung sind, werden, wie die davon kodierien (Poly)Peplide, fiir die Immunihenipie von Krebso-kran- 
kungen eingesctzt. 

In einer AusfUhrungsfomi dcr Erfindung werden DNA-MolekUle, kodierend fOr naturlichc C42-PoIypeptide verwen- 
det Altemativ zur naiiirlichen C42-cDNA bzw. Fragmcnten davon konnen modifizierte Derivatc verwendet werden. 
Diese uinfassen Sequenzen mil Modifikalionen, die fiir ein Protein(fTagmeni) bzw. Peptide mit stiirkerer Immunogenitat 35 
kodieren, wobei fiir die Modifikationen auf DNA-Ebene dicselbcn t)berlegungea gcltcn wie fiir die oben beschriebenen 
Peptide. Eine weitere Art der Modifikation isl die Aneinanderreihung zahlreicher Sequenzen, kodierend fiir immunolo- 
gisch rclevantc Peptide, nach Art cin^ Pcrlcnschnur ("string-of-bcads"; Tbes et al., 1997). Die Sequenzen kfinncn auch 
durch Anfugung von Hilfselementen modifiziert werden, z. B. Funktionen, die eine effizientere Abgabe und Prozessie- 
rung des Immunogens gewShrlcisten (Wu ct al., 1995). Beispielswcisc kann durch AnfUgen einer Lokalisiciungssequonz 40 
in das endoplasmalische Retikulum ("BR targetting sequence") die Rrozessierung und damit die Presentation und letzt- 
licb die Immunogenitat des Antigens crhoht werden. 

Die vorliegende Erfindung beuriffl in einem weiieren Aspekt ein rekombinantes DNA-Molekiil, das die C42-DNA ent- 
hiilt. 

Die C42-DNA-Molekuie der vorlicgenden Erfindung konnen, vorzugswcise in rckombinanter Form als Plasmidc, di- 45 
rekt Oder aJs Bestandteil eines rekotnbinanten Virus, oder Bakteriums verabreicht werden. Prinzipiell kann jede genthe- 
rapeutische Methode fiir die Immuntlierapie von Krebs auf Basis von DNA ("DNA-Vakzine") auf C42-DNA angewendet 
werden, und zwar sowohl in vivo als auch ex vivo. 

Beispiele fOr die in vivo Verabreichung sind die direkte Injektion von "nackter" DNA, entweder intramuskular oder 
mittels Gen-Pistole ("gene gun") von der sich gezeigt hat, da6 sie zur Bildung von CTIji gegen "nimorantigene fiihit. 50 
Beispiele fiir rekombinanfce Organismen sind Vaccinia Virus, Adenovirus oder Listeria monocytogenes (eine t)bcrsicht 
wurde von Coulie, 1 997, gegeben). Desweiteren k<5nnen synthetische TVager fUr NukleinsSuren, wie kationische Lipide, 
Mikrospharen, Mikrokiigelchen oder Liposomen fiir die in vivo Verabreichung von Nukleinsaurc-MolekOlcn, kodierend 
fiir C42-Peptid vcr^vcndet werden. Ahnlich wie fiir Peptide konnen vcrschiedenc Hilfsstoffc, die die Immunantwort ver- 
starken, mitvcrabrcicht wcrdcn, z. B. Zytokine, entweder in Form von Protcinen oder dafiir kodierenden Plasmidcn. Die 55 
Applikation kann gegebencnfalls mit physikalischcn Methoden, z. B. Elektroporation, kombiniert werden. 

Ein Bcispiel fiir die ex vivo Verabreichung ist die Transfektion dendritischcr Zellcn, wie von TViting, 1997, beschrie- 
beo, Oder andcrcr APCs, die als zeiluliire Krebsvakzine zur Anwendung komraen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit in einem weiteren Aspekt die Verwendung von Zellen, die C42 exphmieien, 
entweder von sich aus oder, in gegebeneofalls modifizierter Form, nach IVansfektion mit der entsprcchend kodierenden 60 
Scqucnz, fUrdic Hcrstcllung einer KrcbsvMkzine. 

Die Erfindung bctriCft in einem weiteren Aspekt AntikSrper gegen C42 bzw. Fragmentc davon. Folyklooale Antikdr- 
pcr konnen in herkommlicher Weisc durch Immunisierung von Ticren, insbesondcrc Kaninchen, mittels Injektion des 
Antigens bzw. Fragmenten davon, und anschlicBender Reinigung des Iinmunglobulins erhalten werden. 

Monoklonale anti-C42^Antik6rper konnen nach Standardprotokollen gemafi dem von Kohler und Milstein, 1975, be- 65 
schriebencn Prinzip gcwonnen werden, indem Here, insbesondcrc Mause, immunisiert, anschlieBcnd anUkOiperprodu- 
zierende Zellen der immunisierien Here immortalisien werden, z. B. durch Fusion mit Myelomzellen, und der Uberstand 
dcr erhaltcnen Hybridome mittels immunologischcr Standard>Assays auf monoklonale anti-C42-Antiktirpcr gcscrcent 
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wirdL Fiir den thecapcutischen Oder diagnostischen Kinsaiz ini Menschen kouncn diesc derischcn Antikorpcr gegehenen- 
falls auf herkoraralichc Wcise chimerisicrt (Neuberger ct al., 1984, Bouliannc et al., 1984) oder humanisiert (Riechmann 
ei aJ., 1988, Grdziano et aJ., 1995) werden. 

Humane monoklonale anti-C42>AntlkaiperfragmeDte) konnen auch von sog. "Phage Display libraries'* OMDter et al, 
5 1994, Griffiths et al., 1994, Kruif et aL, 1995, Mc Ouincss ct al.. 1996) und mittcb transgeDcr Here (BrOggemann ct at, 
1996, Jakobovits et aL, 1995) gewonnen werden. 

Die crfindung^gcmSBen anti*C42-Aiitikdq}cr k5nnen in immuobistochemiscbcn Analyseo fiir diagnostischc Zwcckc 
eingesetzt werden. 

In eincm weitcrcn Aspckl bctrifit die Brfindung die Vcrwendung von C42-spezifiscfacn Antikoipcm, um bclicbige 
10 Subsianzen selektiv zu bzw. in einen Tumor zu bringen, der C42 exprimiert. Beispiele fiir solche Substaozen sind zyto- 
toxische Agcnlien odcr radioaklive Nuklide, dcrcn Wricung darin bcstehl, den TUmor vorort zu sch§digen. Aufgrund der 
turaorspezifiscben Expression von (>J2 sind dabei keine oder nur gcringe Nebenwirkungen 7ja crwarten. In eincm weite^ 
ren Aspekt konnen mil Hilfe von C42-Antik6rpem Subsianzen zur Sichtbarmachung von 'Ibmoren, die C42 exprimieren, 
herangezogcn werden. Dies ist fiir die Diagnose und die Bewertung dcs Hierapicveriaufs von Nutzen. 
15 Therapeufische und diagnostischc Anwendungen von Anfikorpem, die fiir anrj-C42-Antik5qper in Frage koiimien, 
sind in der WO 95/3377 1 bescbrieben. 

Das TAA der Bezeichnung C42 gemaB der voriiegenden Er/indung und die davon abgeletteten Proteiniragmente, Pep- 
tide bzw. Peptid-Aqulvalente oder Peptidomimetika kdnnen in der Krebstherapie eingesetzt werden, z. B. um eiae Im- 
munantwort gegcn Hiniorzellen zu induzicrcn, die die entsprocbenden Antigen*Dcteiminanten exprimieren. \bxzugs- 
20 weise werden sie fUr die llieiapie von C42-positiven 'Hunoren verwendet, insbesondere beim Luogen-, Mamma- und 
Esophaguskaizinom. 

FigureQUbcrsicht 

25 Fig. 1: Transkription von C42 in Ibmotgeweben und Noxmalgeweben: Semiquantitative KT-PCR von SNA aus ver- 
schiedencn Gewcben 

Fig. 2: Northern Blot Analyse von C42 in Ibmor- und Normalgeweben 

Beispiel 1 

30 

ReprSsenutive Differenzanalyse ("Representational Difierence AmUysis"; RDA) eines Pools vecschiedeoer PlaUenepi- 
thelkarzinomeo der Lunge gegcntiber eincm I^sol von 11 Normalgeweben 

Biopsien von vcrschiedcnen humancn Lungcnkarzinomen vom Typ SCC ("Squamous Cell Carcinoma", Plattcnepi- 
35 thelkarzinom) wurden sofort nach der chirurgischen Entfemung in flUssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80** ge- 
lagert. Fiir die Isolicrung von RNA wurdcn serielle 20 pm Schnittc bei -20** in cinem Kryomikrotom (Jung CM 1800, 
Leica) angefertigt und direkt in 4 M Guanidiniumthiocy anal/1% ^mercaptoethanol aufgeldsl, uiu die RNA zu isoliercn. 
Dicse Proben wurdcn eincr Ultrazcnurifugation iibcr eincn CsQ-Gradicnten unterworfen (Sambrook, 1989). 
Binige repriisentadve Gewebsscbnitte (5 pm) wurden zur histologischen Befundung auf einem Objekttrager iixiert und 
40 mit Harris' Hcmatoxylinc (Sigma) und Eosin gcfSrbt. Dies dientc dazu, um mdglidist homogencs Ibmorgcwebe als Aus- 
gangsmalerial zurGewinnung der RNA bereitzustellen. Nur Proben, die als SCC klassifizien wurden, wurden weiterbe- 
ari)citet. 

Von 110 pg loUil-RNA aus 5 verschiedenen Platte nepithelkarzinomen der Lunge stammend wurde die poly-A(+)RNA 
mittels des PolyAu-act Kit (Promega) nach Vorechritt des Hersfellers isoliert (SCC-Pool). Ausgeheud von diesem SCC- 

45 Pool und einem Pool aus 2,5 pg poly-A(+) RNA von 11 Normalgeweben ((^lontcch) Knochenmark, Herz, Niere, Leber, 
Tvunge, Paukreas, Skelefuiiuskel, Milz, Thymus, Dilnndami und Magen wurde RDA (Diaichenko et al.,; Hubaok and 
Schatz,) unter Verwendung des PCR-seiect™ Kit (Clontech, Palo Alto) entsprechend dem Hersteller-Prolokoll durchge- 
fiihrt; dabei wurde RNA vom SCC-Pool ("tester") und vom Normalgewebe ("driver") entsprechend dem Hersteller-Pro- 
tokoU verwendet Im Gegensatz zum ursptilngUchen ProtokolJ wurde nach der Synthese von doppektriingiger cDNA 

50 mittels oligo-dT die cDNA mit 6 Restriktionsenzymen: BcoRV, Nael, Nrul, Scal(Promega), Sspl, S tul Cl^aRa) in Pro- 
mega Puffer A 2 Stunden bei 37^C und nach Erhdhung der NaCl Konzentration auf 150 mN weitere 2 Stunden bei 37^C 
geschnitten. Der Binsarz dieser Mischung von 6 verschiedenen RestriktionsenzymeD erlaubte die Generierung von ca. 
800 bp langen cDNA-Fragmenten, die zur reprasentativcn Differenzanalyse zum Einsatz karocn. 

Glciche Tcilc von "tcster-cDNA" wurdcn entwcder luit den Adaptorcn A odcr B ligicrt und anschlieBcnd gctrcnnt mit 

55 cinem ObcrschuB an *'drivcr«cDNA" bei 6%^C hybridisiert. Danach wurden die beiden Ansatze vcrcinigt und eincr zwci- 
ten Hybridisicrung mit frischcr dcnaturierter "drivcr-cDNA** unlerworfen. Die angcicicherten "iester"-spczifischen 
cDNAs wurdcn anschlieBcnd durch PCR rait fiir die Adaptorcn A bzw. B spczifischcn Primcrn dcs Kits mit 2 Minutcn 
Eiongationszeit bei 72"C exponcntiell amplifizicrt, 27 Zykleu (10" 94"C, 30" 66"C. 2' 72"C). FUr cine wcitcrc Anreiche- 
rung wurde cin Aliquot dicser Reaktion ciner zweiten PCR mit spczifischcn nach innen versctzten ("nested") Primem des 

60 Kite mil 2 Minuten Eiongationszeit bei 72''C unterworfen, 10 Zyklen (10" 94*C, 30" C6*C 2' 72°C). Das aus dieser Re- 
akdon resulticrcnde Ptodukt wurde in den p(JR2.1-M:ktor (Inviuogen) ligicrt und anschUcQend in kompctcnte E. coli 
(OneShot^'^, Tnvinx)gen) transliziert 4748 IVansformantcn wurden erhalten und in 96-Napf Blftcken in LB-Amp Me- 
dium fiir 48 h bei 37**C kultiviert AnschUcfiond wurdcn 5 pi Aliquots der E. coli Suspcnsionen in 500 pi TE Puffer fiir 10 
Minuten auf \00"C erhit/t und 1»5 pi davon als Vorlage fiir eine PCR verwendel, bei der das In.sen des Veklors mit flan- 

65 kierenden Primem (SEQ ID NO: 9 und 10) amplifiziert wurde, 35 Zyklen (1 ' 94*'C, 1 * 55°C, 2' 72°Q. Die PCR-Produkte 
wurden mittels Agarose-Gcl-Elektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung nachgewicsen. 17 pi des jcweiligcn PCR- 
Produktes wxirden in einem Hndvoluraen von 252 pi 6xSSC aufgenommeo und in 3 l^plika auf fiquilibrierten Nylon- 
mcmbranen (Hybond-N, Amersham) entsprechend den Standaidmethodcn zur HerstcUung von DNA^Dot-Blots immo- 
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biJisiert (Sambrook, 1989). Die verbleibenden BakterienkuUuren wurrien als GycerinsiaiumkuJturen bei-WC gelagcrt 
Es wurde cine cDNA-Subtrakuonsbibliothek aus 4748 Einzelklooen crbalten, die als E, coU Glyccrin-Stammkulturen 
voriagcD, dercn ijmnobilisierie PCR-Produkic auf Nylonmembnmen aufgcbracht wurden und deren Iiiairtiange durch 
die Agarose-Oel-EIekirophorese bekannt war. Dabei konnie, wie erwartet, eine midlere LSnge der inserierten cDNA- 
Fiagmcntc voo ca. 800 bp nachgcwiescn wcrdcn. S 

Bcispicl 2 

Selcktion von "'Hiaior''- und ''l\imor-Tcstis''-Gencn durch DiffereozicUe Hybridisierung der cDNA-Subtraktionsbiblio- 

(hek 10 

Hne humane Tesds-spezifische cDNA Library CHuman Testis- Specific PCR-Select^ cDNA"; CJontech. Palo Alto) 
wurde entsprechend den Herstellerangaben mitteU; 11 Zyklen durch PCR amplifiziert (10" 94*C, 30" 66°C\ 1^' ITC). 
Aliquots wuiden mit "RTS RadPrime DNA Labeling System" (GibooBRL) mit (a-^^.]dCTP (NEN, Boston) nach An- 
gaben des Herstellers uiarkiert und nach Siandardvocschrift (Sambrook, 1989) zur Hybridisiening uuter striogcnten Be- is 
dingungen (68*Q mil den unter Beispiel 1 beschrieben DNA-Dot-Blots verwendet Klone, die mit der "Human Tbstis- 
Specific PCR-Select''** cDNA" hybridisieren, wurden xuiUeJs Autoradiografie (Xomat DR film, Kodak) visualisiert Das 
zweite Set von DNA-Dot-Blots wuide wie oben beschrieben mit einer maikieiten Sonde eines cDNA SCC-Pools hybii- 
disicrt. Das dritte Set von DNA-Dot-Blois wurde in gleichcr Wsise mit cincr Sonde eines cDNA Normalgcwebe-Pools 
aus 15 Normalgeweben (Knochenraark, llerz, Niere, Ijeber, Lunge, Pankreas, Skelettmuskel, MiJz, 'ITiymus, DUnndarm, 20 
Magcn, Lymphknoten, Bnistdriisc, Prostata und TVachca) hybridisiert 

l>r Vergieich der Image Bilder und der Autotadiographien bzw. der Nettocounts der jeweils diCferenziert hybridisier- 
ten Spots eines Sets erlaubtc die Auswahl von Klonen, deren mRNA nur im TXimor gegcniiber Normalgcwebe flbercx- 
primiert oder aber sowohJ ira Himor als auch in Testis (als Vertreter eines immunprivilegierteo Gcwebes) transkribiert 
werden. Erstere sind Kandidaten der Klasse der **lVmiQr"-, letztere der Klasse der "T\]mor-'I\sstis"-Antigene. 2S 

Beispiel 3: 

DNA-Sequenzierung und Annotation von 'T^imar"- und "Tumor-Tcslis"-AntigeD-Kandidalen 

30 

Die Plasinid-DNA von 234 Klonen, die aufgnmd der in Beispiel 2 erhalienen Etgebnisse ausgewShlt worden waren, 
wurde enisprcchcnd den Herstellerangaben (QIAgcn) isoUcrt und nach der Sanger-Metbodc auf einem ABI-Prism Gerat 
sequenzien. Die so ermiitelien Sequcnzcn wurden mitiels BLAST-Search (National Center for Biotechnology Infoniia- 
tion) annotiert und ESTDatenbankveigleichcn unterzogcn. Das erlaubtc die Idcntifizicrung von 198 bckannien und 36 
unbekannten Genen. Fur letztcre existicrten letUgUch EST-Eintriige. Fiir die 36 unbekannten Gene wurde eine Abschiit- 35 
zung dcs Expressionsprofils vorgenommcn: dabci wurde fur allc in Datcnbankcn ES'ft mil > 95% Identitat (BLAST) zur 
experimenLell erinittellen Sequenz das Ausgangsgewebe fur die entsprechende cDNA-Bibliothek UberprOft. Es wurde 
eine Untcitcilung in i) kritiscbe Nocmalgewcbe, ii) foctale, Neczichtbare" und immunprivilcgicrtc Oewcbe und iii) Hi- 
more und TumorzeUinien voigenommen. Auf der Basis dieses " virluellen mRNA-Profils" wuiden 10 Klone fUr eine wei- 
Coie cxperimentoUc Analyse ausgcw&hU. 40 

Bcispicl 4 

Transkriptionelle Analyse der Kandidaten-Klone in IXunor- und Normalgcwebe 

4S 

Zwischen 2 und 5 pg total- RNA aus 'l^amor- oder NonnaJgeweben wurden miltels SuperScriptn (GibcoBRL) oder 
AMV-RT (Promega) entsprechend den Herstellerempfehlungen revers transkribiert Fur jede individuelle RNA Probe 
wurde ein zweitcr Ansatz ohne reverse Transkriptasc als Kontrolle fUr Kontamination durch chromosomalc DNA durch- 
gefUhrt QuaJitat und Menge der cDNAs wurde durch PCR mit p- Actio spezi fischen Primem (SBQ ID NO:3 und 4) und 
GAPDH spezifischen Primem (SEQ ID N0:5 und 6) nach 30 und 35 Zyklen (1' 95*'C, 1' 55X\ 17 72«C), iiberprOft. Die 50 
10 Kandidatengenc wurden analog mit jeweils spezifischen Primern analysiert. Die PCR-Produkte wurden mittels Aga- 
rose-GeHilektrophorese und Elhidiumbromid-P'arbung nachgewiesen. Dabei zeigte cin Kandidat, der mit "042" be- 
zcichnet wurde, nach 30 Zyklen mit C42- spezifischen Primem (SEQID N0:7 und 8) ein relauv spezifisches TVimor/Te- 
stis-Transkriptionsprofil; die semiquantitative RT-PCR von RNA aus Mammakarzinom, Lungen-Adenokarzinom, Lun- 
gcn-Plattcnepithclkarzinom, Nicrenkarzinom, Kolonkarzinom, Hcrz, Lunge, Lebci; Niere, Kolon, Milz und Testis ist in 55 
Fig. 1 dargcstellt). Dieser Klon 042, dec ein Insert von 549 bp cnth&lt, wurde in der Folgc einer detaillicrtcrcn Analyse 
unterworfen. 

Beispiel 5 

60 

Transkripdonsprofil von C42 in "Rmwr- und Normalgeweben 

FUr die Northern Blot Analyse wurden Human Multiple Tissue Northern Blots (Oonlech, Palo Alto) und (Invitrogen) 
mit dem ra-32P] dCTP (NEN, Boston) markiertcn 549 bp langen C42 VCR. Ptodukt bei 68* fiir 2 h hybridisiert. Die Vi- 
sualisiening erfolgte durch Standard- Autoradiografie (Hypcrfilm, Amersham). Fig. 2 zeigt das Etgebnis dieser Analyse: 
von 20 Normalgeweben (Pankreas, Adrenal Medulla, Schilddrilse, Adrenal Cortex, Tfestes, Thymus, DUnndarm, Magen, 6S 
Him, Hcrz, Skeletlmuskcl, Kolon, Milz, Niere, Leber, Placenta, Lunge, Leukozylen. Gallc, Esophagus) und 4 T\imorge- 
weben (Adenokarzinom der Galle und des Magens sowie das Plattenepithelkarzinom des Esophagus und der Lunge), FUr 
C42 zcigt sich in den T\imoxgcwebcn des Hattencpithelkarzinoms von Esophagus und Lunge ein promincntes IVanskript 
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von 4,4 kb iMnge. in NorniaJgcwcbcn v^igt sicb ledigUcb im Esophagus ein scbwaches TVanskript von 4,4 kb lilnge. Die 
geringe Intensitat des Signals laBt cine immunologisch relcvante Expression als unwahrscheinUch erscheinen. Ein wei- 
icrs TVanskript von 3,5 kb, wcJchcs mftglichta-wcise cine SpleiB van ante des 4,4 kb TVanskripts darstelU oder von dnem 
homologen Gen abgeleitel ist, wuide ebenfalls in beiden 'Riraoren, nicht aber in Normaigeweben identifiziert (Fig. 2). 
5 Die Prascnz des TAA "(342" im PlaUencpithelkarzinoni der I^nge und des Esophagus ist in gutcr Ubereinstimmung luit 
dem uisprtinglich fOr die RDA eingesetzteo Ausgangsmaterial (Pool von 5 verschiedenen Patienten mil Plattenepithel- 
karzinoxncn der Lunge) und wcist auf cin TAA hio, das spezifisch fur dlese Art voo Kazzinomeo setn dUrfte. 

Beispiel 6 

10 

Klonicrung der C42-cDNA 

Zor KJonierung der humanen (M2-cDNA wurde wie folgt vorgegangen: ein BLAST-Search eigab folgende, zu dem in 
Beispiel 4 erhaltenen C42-cDNA-Insert von 549 bp COriginalfragment")iiberlappende EST?: AA429919; AA430055; 
AA446075; AA430254; AAl 60879. Ausgehcnd von der Sequenz AA430055 wurdc mil demEstExtractor auf ligemNet 

15 (http://gcg.tigejii.il/cgj-bin/uniesULSs.pI) ein mit dem Klon C42 iibcrfappendes Contjg gefunden. Die Oberlappung des 
Cootigs uod der Sequenz des in Beispiel 4 eifaaltenen Originaifragments von 549 bp (SEQ ID NO: 19) konnte durch 
PCR-ApUfikatioo mil einem C42 spe?,ifiscben Primer und einem am V-Ende des Contig Uegenden Primer (SEQ ID 
NO: 11 und 12) in Lungentumor cDNA verifiziert weiden. Mit liiUe der mit dem Origjoal^agment voo C42 Ubedappen- 
den Sequenzcn AA430246 und AA446075 wurde cine VsrlSngerung in die S'-Richtung erhalten. Durch zwci hinterein- 

20 ander gescbaltcte PCRs mit dem Primerpaar (SEQ ID NO: 13 und 14) fUr die erste PCIR und mit dem Primerpaar (SEQ ID 
NO: 15 und 16) fiir die "ncstcd*'-PCR wurdcn aus der Superscript^ Human T^jstis cDNA Library (GibcoBRL) wcitcrc 
zu C42 gchorcnde I-ragmente unter Verwendung des Advantage cDNA VCR Kit (Clomech) und dem dort beschricbenen 
StandardprotokoU amplifiacrt, Ausgehend von dicscr ncuen Sequenz konnten drd wcitcrc zu C42 gehorende EST-Ein- 
tragungcn gefunden werden: AI493356; AA443218; AA443Z58. Die Kenntnis dieser neuen Sequenzcn ennoglichtc wie- 

25 derum zwei weiter stromaufwarts hintereinander geschaltete PCRs mit dem Primerpaar (SEQ ID N0:1 3 und 17) fiir die 
erste ?CR und mit dem Primerpaar (SEQ ID N0:15 und 18) fUr die nach innen vcrsetztc "nestcd^-PCR. Dadurch konnten 
weitere C42-Fragmente kloniert werden. 

Fiir die Sequenzanalysc wurdcn Aliquots der PCR-Ansatzc dirckt in den pCR2.1-Vektor (Invitrogen) ligien und an- 
scfaliefiend in kouipetente E. coli (OneShot™, Invitrogen) translbrmiert und wie oben beschri«d)en sequenziert. 

30 Die Sequenz von C42 zeigt sowohl auf Nuklcotid- als auch Ptoteinebcnc einc cindeutigc Homologie zu elner Genfa- 
milie von Ca^*'-aktivierbaren Cr-Kanalproleinen, die in verschiedenen Spezies (tcilweise sehr gcwebsspezifisch) expri- 
raicrt werden. 5 Vcrtrelcr dieser Familie wurdcn bislang kloniert und particU charakterisiert; die beiden Rindeigene 
bCLCAl ("bovine Ca^*"-acti vated Cr channel- 1"; Cunningham et al., 1995) und Lu-ECAM-1 ("bovine lung-endothelial 
cell adhesion molecule- r;Elblectal., 1997), dasMausgcn mCLXlAl ("murine Ca^*-activateda"channcH; Gandhi, ct 

35 al., 1998) und die beiden humanen Gene hCTX'Al ("human C^^-activaled CV channel; G ruber et al., 1998) und 
hCLCA3 ("human Ca^-activaied CI* chamicl-3; Grubcr et al., 1999). Alle Vertrctcr dicscr Ptoteinfamilie wcisen typi- 
sche IVansmembranberBiche auf und werden nach dem dcrzeitigen Wissensstand mit Ausnahme von hCLCA3 postlrans- 
lational gespaltcn, imi Hcterodimere zu bilden, wobei der C-tcrminaie Tcil glycosylicrt wizd (Elblc ct aL, 1997). Das bo- 
vine Lu-ECAM-1 erm5gUcht z. B. die Bindung der B16E10-Lungenmetastasen des Maus-Melanoms an Endothelzellen 

40 (ZhuetaL. 1992). 

Bei C42 handelt es sich um einen neuen humanen \%rtivter dieser Proieinfimiilie. Der erhaUene 3 -tenuinale Abschniu 
der C42-cDNA bcsitzt einen fiir 742 Aminosaurcn kodicrcnden durchgcbendcn Lcscrahmen, der den C-terrainalen Ab- 
scbnitt von C42 reprasentiert Die Sequenz wdst die fiir die Proteinfamilie lypische hydrophobe TVansmembranregioncn 
auf (Positions Nr. 136 - J 60, 232 -252, 32a-340 und 427 -450 in SEQ ID N0;2), bcsitzt aber zum Unterschied zu den an- 
45 deren Vertretem einen OTerminus der von stark geladenen Aminosaurcn aufgebaut wird. 

l')erkionierreBereich der C>42-cDNA belragt2454 bp, wobei das Sfarhandenscin eines PolyA-Schwanzes am 3'-Ende 
der Sequenz fiir die VollstSndigkeit der cDNA in diesem Berdch spricht 

Beispiel 7 

.'SO 

Potentielle MHC-Bindungspeptide in der fiir den Oteiminaleo Ibil von CA2 kodierenden Region 
Potcnticlle PeptJd-Epitope innerhalb der kodierenden Region des C-lerminalen Prs^gmentes von 042 geniSB (SEQ ID 
N0:2) wurdcn mittels den von Parker et al., 1994 beschricbenen Algorithmcn unter Zugrundelegung beicannter Motive 
(Rammcnscc ct al. 1995) durchgcfuhrt Fiir die wichtigsten HLA-TVpcn. insbesondcre fiir HLA-Al. -A*0201, -A3, 
55 -B7, -B14 und -B*4403, wurdcn 9-mcr Kandidatcn-Pcptide identifiziert, von dencn zu erwarten ist, daB sic an die ent- 
sprecbcnden I-ILA-MolekUlc binden und dabcr immunogenc CTL-Epitope darstellen: die mnittclten Peptide sind in Tab. 
1 aufgeUstct. Durch analoges Vorgehcn konnen weitere potentielle Pcptid-Epitopc fiir andcrc HLA-iypen bzw. 8- und 
10-mer.Pepdde crmittelt werden. 

60 



65 
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TabeJiel 

T/nmunogenc Pepiid-Kandidaten des C-teiminalBn Fragnjentes von CA2 (742 AminosSuien) 



Start- 
position 

ID NO: 2 


Sequenz 


HLA 


19 


KLFKEGCTF 


A3 


21 


FKEGCTFIY 


Al 


41 


FMQSLSSW 


A*0201 


63 


NLQNQMCSL 


A*0201 


76 


DVITDSADF 


A3 


93 


TELPPPPTF 


B*4403 


95 


LPPPPTFSL 


B7 


102 


SLVQAGDKV 


A*0201 


112 


CLVLDVSSK 


A3 


120 


KMAEADRLL 


A*0201 


125 


DRLLQLQQA 


B14 


129 


QLQQAAEFY 


A3 


130 


LQQAAEFYL 


A*0201 


140 


QIVEIHTFV 


A*0201 



u 
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155 


SKGEIRAQL 


B14 


170 


DDRKLLVSY 


B*4403 


171 


DRKLLVSYL 


B14 


173 


KLLVSYLPT 


A*0201 


178 


YLPTTVSAK 


A3 


200 


EWEKLNGK 


A3 


202 


VEKLNGKAY 


B*4403 


215 


ILVTSGDDK 


A3 


224 


LLGNCLPTV 


A*0201 


254 


ELSRLTGGL 


A*0201 


288 


DIFQQHIQL 


B14 


295 


QLESTGENV 


A*0201 


302 


NVKPHHQLK 


A3 


338 


ILFDPDGRK 


A3 


339 


LFDPDGRKY 


Al 


362 


SLWIPGTAK 


A3 


370 


KPGHWTYTL 


B7 


384 


SLQALKVTV 


A*0201 


407 


EAFVGRDSL 


B7, B14 


409 


FVGRDSLHF 


A3 
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447 


TGDPVTLRL 


Al 




466 


KNDGIYSRY 


ai 


5 


482 


GRYSLKVHV 


B14 


10 


521 


QMNAPRKSV 


A*0201 




532 


NEEERKWGF 


B*4403 


IS 


563 


FPPCKIIDL 


B7, B14 


20 








591 


FDQGQATSY 


B*4403 




606 


SLQNIQDDF 


A3 


25 


652 


NGETHESHR 


Al 




665 


IRAMDRNSL 


B14 


30 


690 


NSDPVPARD 


Al 


35 


691 


SDPVPARDY 


B*4403 




692 


DPVPARDYL 


B7, B14 


40 


694 


VPARDYLIL 


B7 




709 


MGLIGIICL 


B14 


45 


733 


DKKENGTKL 


B14 


50 
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(I) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) AMMELDCR: • 

(A) NAME: Boehringer Ingelhelm International GmbH 

(B) STRA5SE: Binger Strasse 173 

(C) ORT: Zngelheim am Rhein 
(E) LAND: DE 

<F) POSTLEITZAHL: D-55216 

(G) TELEFON: +49-6132-772232 

(H) TELEFAX: +49-6132774377 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINOUNG: Tumorassoziiertes Antigen 
(iii) ANZAHL DER SEQUEN2EN: 69 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTR^GER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE; Patentin Release #1,0, Version #1.30 <£PA) 



5 



10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 24 54 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA zu mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: HEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRONGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 
(F) GEWEBSTYP: Testis 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON(S) : C42 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/Schiassel: 

(B) (3} LAGS 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /Funkt ion « "offener Leserahmen, 
hypothetische kodierende Region" 

(ix) MERKMAL; 

(A) NAME/Schiassel: 3'NTR 

(B) (B) LAGE: 2229-2454 
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(Ix) MERKMAL: 

(A) NAME/Schittssel: CDS 

(B) lAGE: 3-2228 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 1: 

CAGGCATTTTTGTGTGTGAAAAAGGTCCTTGCCCCCAAGAAAACTGTATTATTAGTAAGCTTTTTAA 

AGAAGGATGCACCTTTATCTACAATAGCACCCAAAATGOUiCTGCATCAATAATGTTCATGCA^ 

TTATCTTCTGTGGTTGAATTTTGTAATGCAAGTACCCACAACCAAGAAGCACCAAACCTACAGAACC 

AGATGTGCAGCCTCAGAAGTGCATGGGATGTAATCACAGACTCTGCTGACTTTCACCACAGCTTTCC 

CATGAATGGGACTGA6CTTCCACCTCCTCCCACATTCTCGCTTGTACAGGCTGGTGACAAAGTGGTC 

TGTTTAGTGCTGGATGTGTCCAGCAAGATGGCAGAGGCTGACAGACTCCTTCAACTACAACAAGCCG 

CAGAATTTTATTTGATGCAGATTGTTGAAATTCATACCTTCGTGGGCATTGCCAGTTTCGACAGCAA 

AGGAGAGATCAGAGCCCAGCTACACCAAATTAACAGCAATGATGATCGAAAGTTGCTGGTTTCATAT 

CTGCCCACCACTGTATCAGCTAAAACAGACATCAGCATTTGTTCAGGGCTTAAGAAAGGATTTGAGG 

TGGTTGAAAAACTGAATGGAAAAGCTTATGGCTCTGTGATGATATTAGTGACCAGCGGAGATGATAA 

GCTTCTTGGCAATTGCTTACCCACTGTGCTCAGCAGTGGTTCAACAATTCACTCCATTGCCCTGGGT 

TCATCTGCAGCCCCAAATCTGGAGGAATTATCACGTCTTACAGGAGGTTTAAAGTTCTTTGTTCCAG 

ATATATCAAACTCCAATAGCATGATTGATGCCTTCAGTAGAATTTCCTCTGGAACTGGAGACATTTT 

CCAGCAACATATTCAGCTTGAAAGTACAGGTGAAAATGTCAAACCTCACCATCAATTGAAAAACACA 

GTGACTGTGGATAATACTGTGGGCAACGACACTATGTTTCTAGTTACGTGGCAGGCCAGTGGTCCTC 

CTGAGATTATATTATTTGATCCTGATGGACGAAAATACTACACAAATAATTTTATCACCAATCTAAC 

TTTTCGGACAGCTAGTCTTTGGATTCCAGGAACAGCTAAGCCTGGGCACTGGACTTACACCCTGAAC 

AATACCCATCATTCTCTGCAAGCCCTGAAAGTGACAGTGACCTCTCGTGCCTCCAACTCAGCTGTGC 

CCCCAGCCACTGTGGAAGCCTTTGTGGGAAGAGACAGCCTCCATTTTCCTCATCCTGCGATGATTTA 

TGCCAATGTGAAACAGGGATTTTATCCCATTCTTAATGCCACTGTCACTGCCACA6TTGAGCCAGAG 

ACTGGAGATCCTGTTACGCTGAGACTCCTTGATGATGGAGCAGGTGCTGATGTTATAAAAAATGATG 

GAATTTACTCGAGGTATTTTTTCTCCTTTGCTGCAAATGGTAGATATAGCTTGAAAGTGCATGTCAA 

TCACTCTCCCAGCATAAGCACCCCAGCCCACTCTATTCCAGGGAGTCATGCTATGTATGTACCAGGT 

TACACAGCAAACGGTAATATTCAGATGAATGCTCCAAGGAAATCAGTAGGCAGAAATGAGGAGGAGC 

GAAAGTGGGGCTTTAGCCGAGTCAGCTCAGGAGGCTCCTTTTCAGTGCTGGGAGTTCCAGCTGGCCC 

CCACCCTGATGTGTTTCCACCATGCAAAATTATTGACCTGGAAGCTGTAAAAGTAGAAGAGGAATTG 

ACCCTATCTTGGACAGCACCTGGAGAAGACTTTGATCAGGGCCAGGCTACAAGCTATGAAATAAGAA 

7GAGTAAAAGTCTACAGAATATCCAAGATGACTTTAACAATGCTATTTTAGTAAATACATCAAAGCG 

AAATCCTCAGCAAGCTGGCATCAGGGAGATATTTACGTTCTCACCCCAAATTTCCACGAATGGACCT 

GAACATCAGCCAAATGGAGAAACACATGAAAGCCACAGAATTTATGTTGCAATACGAGCAATGGATA 

GGAACTCCTTACAGTCTGCTGTATCTAACATTGCCCAGGCGCCTCTGTTTATTCCCCCCAATTCTGA 

TCCTGTACCTGCCAGAGATTATCTTATATTGAAAGGAGTTTTAACAGCAATGGGTTTGATAGGAATC 

ATTTGCCTTATTATAGTTGTGACACATCATACTTTAAGCAGGAAAAAGAGAGCAGACAAGAAAGAGA 
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ATGGAACAAAATTATTATAAATAAATATCCAAAGTGTCTTCCTTCTTAGATATAAGACCCATGGCCT 
TCGACTACAAAAACATACTAACAAAGTCAAATTAACATCAAAACTGTATTAAAATGCATTGAGTTTT 
TGTACAATACAGATAAGATTTTTACATGGTAGATCAACAAATTCTTTTTGG6GGTAGATTAGAAAAC 
CCTTACACTTTGGCTATGAACAAATAATAAAAATTATTCTTT 

(2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 742 Antinos^uren 

(B) ART: AminosHure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 

(xi) SEQUEMZBESCHREIBONG: SSQ ID NO: 2: 

GIFVCEKGPC PQENCIISKL FKEGCTFIYN STQNATASIM FMQSLSSWE 
FCNASTHNQE APNLQNQMCS LRSAWDVITD SADFHHSFPM NGTELPPPPT 
FSLVQAGDKV VCLVLDVSSK MAEADRLLQL QQAAEFYLMQ IVEIHTFVGI 
ASFDSKGEIR AQLHQINSND DRKLLVSYLP TTVSAKTDIS ICSGLKKGFE 
WEKLNGKAY GSVMILVT SG DDKLLGNCLP TVLSSGSTIH SIALGSSAAP 
NLEELSRLTG GLKFFVPDIS NSNSMIDAFS RISSGTGDIF QQHIQLESTG 
ENVKPHHQLK NTVTVDNTVG NOTMFLVTWQ ASGPPSIILF DPDGRKYYTN 
NFITKLTFRT ASLWIPGTAK PGHWTYTLNN THHSLQALKV TVTSRASNSA 
VPPATVEAFV GRDSLHFPHP AMIYANVKQG FYPILNATVT ATVEPETGDP 
VTLRLLDDGA GADVIKNDGI YSRYFFSFAA NGRYSLKVHV NHSPSISTPA 
HSIPGSHAMY VPGYTANGNI QMNAPRKSVG RNEEERKWGF SRVSSGGSFS 
VLGVPAGPHP DVFPPCKIID LEAVKVEEEL TLSWTAPGED FDQGQATSYB 
IRMSKSLQNI QDDFNNAILV NTSKKNPQQA GIREIrTFSP QISTNGPERQ 
PNGETHE5KR lYVAIRAMDR NSLQSAVSNI AQAPLFIPPN SDPVPARDYL 
ILKGVLTAMG LIGIICLIIV VTHHTL5RKK RADKKENGTK LL 742 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKBNNZEICKEN: 

(A) LANGE: 30 bp 

(B) ART: Nukleinsaure 
(D) TOPOLOGIS: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: aynthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQ0ENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO: 3: 
tgacggggtcacccacactgtgcccatcta 30 
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(2) AMGABEN ZU SEQ ID KO: 4: 

(i) SEQOCNZKSNNZCICHSN: 

(A) lANGC: 29 bp 

(B) ART: Nuklelnsaure 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Oesoxyribonukleotld 
(xi) SEQUEN'ZBESCHREZBUNG: SEQ ID NO: 4: 
ctagaagcattgcggtggacgatggaggg 29 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 bp 

(B) ART: Nukleinsaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEBCOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQUE»ZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
aaggtgaaggtcggagtcaacg 22 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 bp 

(B) ART: Nukleinsdure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 6: 
ggcagagatgatgacccttttggc 24 



(2) WIGABEN ZU SEQ ID NO: 7; 

(i) SEQUENZKENKZEICHSN: 

(A) LANGE: 26 bp 

(B) ART: NukleinsSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
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(xi) SEQUENZBCSCHREIBUKG: SCQ ID NO: 7: 
GGARTTGACCCTATCTTGGACAGCAC 26 



(2) ANGABEN ZU SEQ 10 NO: 8: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE; 25 bp 

(B) ART: Nukleins^ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQUENZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
AGA6GCGCCTGGGCAATGTTAGATA 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 bp 

(B) ART: Nukicinsaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREI8UNG: SEQ ID NO; 9: 

GGATATCTGCAGAATTCGGCT 2 1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 bp 

(B) ART: Nukleinsaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQ(J£NZBBSCHR£IBUNG: SEQ ID NO: 10: 
CAGTGTGCTGGAA7TCGGC X 9 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID MO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN; 

(A) LANGE: 26 bp 

(B) ART: Nukleinsaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SSQUEN'ZBESCHRSIBUN'G: SEQ ID NO: IX: 

CAGTCTGCTGTA7CTAACATTGCCCA 2€ 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

{i) SEQUENZKENKZEICKEN: 

(A) LANGS: 28 bp 

(B) ART: Nukleinsaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQCENZBESCHREIBC/NG: SSQ ID NO: 12: 

TTTGTTCATAGCCAAAGTGTAAGGGTTT 28 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 bp 

(B) ART: Nukleins^lure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQCJENZ3ESCHREIBUNG: SSQ ID NO: 13: 
GGTGACACTATAGAAGGTACGC 22 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 bp 

(B) ART: Nukleinsaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) 5EQUENZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

CACTTTCGCTCCTCCTCATTTCTGCCT 2 7 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 bp 

(B) ART: Nukleinsaure 
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(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQUENZBSSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
CCTGCAGGTACCGGTCCGGA 2 0 



(2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 28 bp 

(B) ART: Nukleinsaure 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOZ/EKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQDENZBESCHRCIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

CTGAATATTACCGTTTGCTGTGTAACCT 2 8 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 bp 

(B) ART: Nukleinsfture 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
GACATTTTCACCTGTACTTTCAAGCT 2 6 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
<A) LANGE: 27 bp 
(B) ART: NukleinsSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: synthetisches Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18; 
GTTCCAGAGGAAATTCTACTGAAGGCA 27 
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(2) ANGABEN ZD SSQ ID TO: 19: 

(i) SEQOSNZKENNZEICKEN: 
(A) LANGE: 549 bp 
<B) ART: Nukleinsaure 
(DJ TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Desoxyribonukleotid 
(xi) SEQUENZBESCKREIBUt^G: SEQ 10 NO: 19: 

ACCAGGTTACACAGCAAACGGTAATATTCAGATGAATGCTCCAAGGAAATCAGTAGGCAGAAATGAG 

GAGGAGCGAAAGTGGGGCTTTAGCCGAGTCAGCTCAGGAGGCTCCTTTTCAGTGCTGGGAGTTCCAG 

CTGGCCCCCACCCTGATGTGTTTCCACCATGCAAAATTATTGACCTGGAAGCTGTAAAAGTAGAAGA 

GGAATTGACCCTATCTTGGACAGCACCTGGAGAAGACTTTGATCAGGGCCAGGCTACAAGCTATGAA 

ATAAGAATGAGTAAAAGTCTACAGAATATCCAAGATGACTTTAACAATGCTATTTTAGTAAATACAT 

CAAAGCGAAATCCTCAGCAAGCTGGCATCAGGGAGATATTTACGTTCTCACCCCAAATTTCCACGAA 

TGGACCTGAACATCAGCCAAATGGAGAAACACATGAAAGCCACAGAATTTATGTTGCAATACGAGCA 

ATGGATAGGAACTCCTTACAGTCTGCTGTATCTAACATTGCCCAGGCGCCTCTGTTTATTCCCCCCA 
ATTCTGATCCTGT 549 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: AiuinosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Pep t id 

(xi) SiEQOENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Lys Leu Phe Lys Glu Gly Cys Thr Phe 



2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGB: 9 AminosSluren 

(B) ART: Aminos Sure 
iO) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKCLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID N0:21: 

Phe Lys Glu Gly Cys Thr Phe He Tyr 
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2) ANGABEN ZU 5EQ ID NO:22: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
5 (A) lANGE: 9 Aminosauren 

(&} ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

10 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Phe Met Gin Ser Leu Ser Ser Val Val 



IS 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

20 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS; Peptid 

25 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Asn Leu Gin Asn Gin Met Cys Ser Leu 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IAngE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

40 Ui) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:24: 

Asp Val lie Thr Asp Ser Ala Asp Phe 



^ 2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE; 9 Anvinosauren 

(B) ART: Aminos aure 

55 <D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
" Thr Glu Leu Pro Pro Pro Pro Thr Phe 
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2) ANGABSN ZU 5£Q ID NO:26: 

(i) SCQUEMZKEKNZCICKEN: 

(A) LAMGE: 9 Aminosauren 5 

(B) ART: Aminos aure 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: lO 
Leu Pro Pro Pro Pro Thr Phe Ser Leu 

15 

2) ANGABSN ZU SZQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

20 

{A) LANGE: 9 Aminosauren 
(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
iii) ART OSS MOLEKOLS: Peptid 

25 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID N0:27: 

Ser Leu Val Gin Ala Gly Asp Lys Val 

30 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO:28: 

Cys Leu Val Leu Asp Val Ser Ser Lys 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

50 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aiainosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 

Lys Met Ala Glu Ala Asp Arg Leu Leu ^ 



«5 
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2) ANGABC^; ZU SEQ ID NO: 30: 

(i) SEQUEN2kENNZEICHEN: 
5 (A) lANGS: 9 Aminosauren 

(5) ART: Aminosaure 
<D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART 0£S MOLEKOLS: Peptid 

10 (xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 

Asp Arg Leu Leu Gin Leu Gin Gin Ala 



2) ANGABEN ZO SEQ ID WO: 31: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQaENZBESCHREIBONG: SEQ ID N0:31: 
Gin Leu Gin Gin Ala Ala Glu Phe Tyr 



20 



25 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO;32: 

35 (i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 9 A*-ninosauren 

(B) ART; Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

^ (ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 

Leu Gin Gin Ala Ala Glu Phe Tyr Leu 



2) ANGABEN ZU SEQ ID M0:33: 

50 

(i) SEQUENZKENNZEICKEN: 

(A) lAngE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

55 (ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:33: 
60 Gin He Val Glu He His Thr Phe Val 
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2) ANGABSN ZD SCQ ID KO:34: 

(i) SEQDENZKENNZEXCHEN: 

(A) IJ^GE: 9 Amlnos^uren 

(B) ART: Arainos^ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUMG: SEQ ID NO: 34: 

Ser Lys Gly Glii He Arg Ala Gin Leu 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

ii) SEQUENZKENNZEICHEN; 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D> TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: 

Asp Asp Arg Lys Leu Leu Vai Ser Tyr 



2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 36; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:36: 

Asp Arg Lys Leu Leu Val Ser Tyr Leu 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 37; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IAngE: 9 AminosAuren 

(B) ART: Aniinosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 37: 

Lys Leu Leu Val Ser Tyr Leu Pro Thr 



27 



DE 199 24 199 A 1 



2) ANGAB5N ZU SEQ XD NO: 38: 

(i) SEQUENZKENNZCICKEN: 
^ (A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
<0) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART OES MOLEKOLS: Peptid 

10 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 38: 

Tyr Leu Pro Thr Thr Val Ser Ala Lys 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 39: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 AiP.inosauren 

(B) ART: Aciinosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 39: 
Glu Val Val Glu Lys Leu Asn Gly Lys 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 40: 

35 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lAnge: 9 Aitiinosauren 

(B) ART: AniinosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

40 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 40: 

Val Glu Lys Leu Asn Gly Lys Ala Tyr 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 41: 

50 

(1) SEQUEt^ZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 

(B) ART: Aminos aure 
CD) TOPOLOGIE: linear 

55 (ii) ART DES KOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID N0:41: 
60 He Leu Val Thr Ser Gly Asp Asp Lys 



6S 
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2) ANGABEN ZU SEQ ID KO:42: 

(i) SEQ0EN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aiainosaure 
iO) TOFOIiOGIE: linear 

(ii) ART DSS MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42; 

Leu Leu Gly Asn Cys Leu Pro Thr Val 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 43: 

(i) SEQUEN2KENN2EICHEN; 

(A) lANGE: 9 Aiuinosauren 

(B) ART: Aminos^ure 
(0) TOPOLGGIE: lirxear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:43: 
Glu Leu Ser Arg Leu Thr Gly Gly Leu 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 44: 

{i> SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosfiuren 

(B) ART: AninosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 44: 

Asp He Phe Gin Gin His He Gin Leu 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 45: 

(i) SEQUSNZKENNZEICHEN; 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 45: 

Gin Leu Glu Ser Thr Gly Glu Asn Val 
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2) ANGABSN ZU 5£Q ID MO: 46: 

(i) SEQUEN2KEKNZEICKEN: 

(a; LANGE: 9 Aminosduren 
(6) ART: Aminos^ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(11} ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xl) SSQOENZBESCHREIBUNG: SSQ ID NO: 46: 
Asn Val Lys Pro His His Gin Leu Lys 



2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 47: 

(i) SEQU2N2KENN2EICREN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aroinosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

ixL) SEQUENZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 47: 
lie Leu Phe Asp Pro Asp Gly Arg Lys 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 48: 

(i) SEQUENZECENNZEICKEN: 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 

(B) ART: Amlnosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 48: 

Leu Phe Asp Pro Asp Gly Arg Lys Tyr 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:49: 

(i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminos Suren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 49: 
Ser Leu Trp He Pro Gly Thr Ala Lys 
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2) ANGABEN ZU S£Q ID K0:50: 

(i) SEQUENZKENNZEZCKEN: 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 

(B) ART: Arolnosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SSQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:50: 
Lys Pro Gly His Trp Thr Tyr Thr Leu 



2) ANGABSN ZU SEQ ID NO: 51: 

(i) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aiainosauren 

(B) ART: Aminos^urs 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 51: 

Ser Leu Gin Ala Leu Lys Val Thr Val 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 52: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 

(B) ART: Aminos aure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 52: 

Glu Ala Phe Val Gly Arg Asp Ser Leu 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 53: 

(i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGC: 9 AminosSuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 53: 
Phe Val Gly Arg Asp Ser Leu His Phe 
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2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:54: 

(i) SEQUENZKENN2EICHSN: 
5 (A) LANGE: 9 AiainosSuren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DSS MOLEKOLS: Peptid 

10 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:54: 

Thr Gly Asp Pro Val Thr Leu Arg Leu 



2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 55: 

(i) SEQ0EMZKENN2EICHEN: 

(AJ LANGE: 9 Aicinosauren 
(B) ART: Aminos^ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 55: 
Lys Asn Asp Gly lie Tyr Ser Arg Tyr 



2) ANGAEEN ZU SEQ ID NO: 56: 

35 (i) SEQCJENZKENK2EICHEN: 

(A) LANGE: 9 A-ninosSuren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 

40 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 56: 

Gly Arg Tyr Ser Leu Lys Val His Val 

45 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 57: 

50 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

55 (ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:57: 

60 Gin Met Asn Ala Pro Arg Lys Ser Val 
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2) ANGA3EN ZD S£Q ID NO: 58: 

(i) SSQUBNZKCNNZCICKEN: 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 
(6) ART: AmlnosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(11) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xl) SEQUENZBESCHREXBUNG: SEQ ID NO: 58: 

Asn Glu Glu Glu Arg Lys Trp Gly Phe 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 59: 

(i) SEQUENZKENNEEICHEN: 

(A) lANGE: 9 Aminos^uren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO:59: 

Phe Pro Pro Cys Lys lie lie Asp Leu 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 60: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 
(3J ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZ3ESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 60: 

Phe Asp Gin Gly Gin Ala Thr Ser Tyr 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 61: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lAngE: 9 Amlnosauren 

(B) ART: Aminosaure 
{D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID N0:61: 
Ser Leu Gin Asn lie Gin Asp Asp Phe 
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2} ANGABEN ZU SEQ ID NO: 62: 

(i) SCQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGS: 9 AniinosSuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID HO: 62: 
Asn Gly Glu Thr His Glu Ser His Arg 



2) ANGABEN* ZU SEQ 10 NO : 63: 

(i) SEQUENZKENNZEICHSN: 

(A) LAnGE: 9 AKiinosauren 

(B) ART: AminosAure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKCLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 63: 

He Arg Ala Met Asp Arg Asn Ser Leu 



2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 64 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 AciinosSuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 64: 

Asn Ser Asp Pro Val Pro Ala Arg Asp 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 65: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS; Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 65: 

Ser Asp Pro Val Pro Ala Arg Asp Tyr 
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2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 66: 

(i) SEQUENZKEKNZEICHEN: 

(A) IAnGE: 9 Aminosauren 5 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES KOLEK0i,S: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHPXX3UNG: SEQ ID NO:66: 10 

Asp Pro Val Pro Ala Arg Asp Tyr Leu 

15 

2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 67: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 
(3) ART: Aminosaure 
CD) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 

25 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 67: 

Val Pro Ala Arg Asp Tyr Leu He Leu 

30 



2) ANGABEN ZD SEQ ID NO:68: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Arainosauren 

(B) ART: Airinosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 68: 

Met Gly Leu He Gly He He Cys Leu 

45 
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2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 69: 

so 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 69: 
Asp Lys Lys Glu Asn Gly Thr Lys Leu 60 



PatcntansprOche 

1 . Tumorassoziiertes Antigen der Bezeichnung C42, dadurch gekcnnzdchnet, daB es die in SHQ ID NO: 2 defi- 65 

niertc Aminos Siircscquenz als Teilsequcnz entbMlt. 

2. Tmmunogenes Proteinfragment oder Peptid, dadurch gekennzeichnet, dafi es von dem in Anspnicb t definieiten 
tumorassoziierten Antigen abgcleiiet ist 
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3. Tminunogenes (Poly)peptid aach Anspruch 1 oder 2, das eine hujiiorale Tmmunaatwon auslbsL 

4. Immunogcnes (Poly)pcptid oach Anspruch 1 oder 2, das bzw. dcssen Abbauproduklc durch MHOMolekiile pra- 
sealien werdcn und ciuc /^liulare Immunantwort ausldscn. 

5. ImmuDogenes Pepdd Dach Anspruch 4, ausgewabit aus der Giuppe von Peptiden gemaB SEQ ID NO: 20 bis 69. 

6. Tmmunogencs (Poly)pept2d nach cincmdef AnspiUchc 1 bis 5 fUr diclmmuntherapic von Krebsejckrankujigcn in 
vivo oder ex vivo, wobei das (Poly)peptid eine Immunantwort gegen Tbmoizellen des Patienten induziert, die C42 
exprimicrcn. 

7. Pharmazeutiscbe Zusammeosetzung fUr die parenterale, topische* orale oder lolcale \ferabreichung, daduich ge- 
kennzcicbnct, dafi sic als wirksamc Komponcntc ein oder mclucre immunogcne (Poly)peptide nach eincm dcr An- 
sprilche 1 bis 5 enihiilL 

8. Pharmazeutiscbe Zusammcnsetzung nach Anspruch 7» dadurch gckennzcichnct, daB sie verschiedcnc, von C42 
abgeicitcte imniunogenc Peptide cnthalt 

9. Pharmazeulische Zusaimuensetzung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafl sie ein oder mehrere von 
C42 abglcitetc Peptide in Miscbung mit von anderen tumorassoziierten Antigencn abgeleitetcn Peptiden enthalt 

1 0. Pharnjazeurische Zusauunensetzung nach Anspruch 7 oder 8, daB die Peptide an mindestens /.wei verschiedene 
HLA-TVpen binden. 

1 ! . Isoliertes DNA-Molelnil, kodiereod fur ein Protein mit den immunogeaen Bigenschaflen des in Anspruch 1 de- 
finienen nimorassoziierten Antigens oder fiir Fragmente davon. 

12. DNA-Molcktil nach Anspruch 11, kodicrcnd fUr cin immunogenes PbXypcptid der Bczeichung C42, das die in 
SBQ ID NO: 2 enthaltene Aminos3uresequenz enthSU bzw. fiir davon abgeleitete Proteinftagmentc oder Peptide. 

13. DNA-Molekul nach Anspruch 12, daduich gckennzcichnct, daB cs cin Polynukleotid mit dcr in SEQ ID NO: 1 
dargestellten Sequenz enthalt oder daB es ein Polynukleotid ist oder dieses enthalt, das mit einem Polynukleotid, 
enthaltend die in SEQ ID NO: 1 daigestellte Scquenz, unter stringentcn Bcdingungen hybridisiert. 

14. Rckombinantes DNA-Moiektll. enthaltend ein DNA-Molektll gemaB einem der Anspriiche 1 2 bis 13. 

15. DNA-Molekul nach einem der Anspriiche 11 bis 14, fiir die Immuntherapie von Krebseikrankungen, wobei das 
von dem DNA*MolekiU exprimierte C42 (Poly)peptid eine Immunantwort gegen 'RjmorzcILen des Parientcn indu- 
sdert, die C42 exprimieren. 

16. Verwendung von Zellen, die das in Anspruch 1 definicjtc Antigen cxpiimicrcn, fUr die HerstcUung eincr Kicbs- 
vakzine. 

17. Antik5qx^ gegen cin in eincm dcr Ansplicbe 1 bis 5 definiertes {Poly)peptid. 

18. Antikdrper nach Anspruch 17, dudurch gekennzeichnet, daB ear monoklonal ist. 

19. Antikarpcr nach Anspruch 17 oder 18 fUr die Hiciapie und Diagnose von Krcbserkrankungen, die mit dcr Ex- 
pression von C42 assoziiert sincL 



Ilienu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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